Untersuchung der Auswirkung von ionisierender Strahlung und Verwundung auf die Expression zellularer Adhäsionsmoleküle in einem neuentwickelten dreidimensionalen in vitro-Hautmodell by Arend, Tamara
Untersuchung der Auswirkung von
ionisierender Strahlung und Verwundung
auf die Expression zellularer Adha¨sions-
moleku¨le in einem neuentwickelten
dreidimensionalen in vitro-Hautmodell
Tamara Arend



Aus dem Institut fu¨r Radiobiologie
der Sanita¨tsakademie der Bundeswehr, Mu¨nchen
Direktor: Prof. Dr. med. D. van Beuningen
Angefertigt unter der Leitung von Prof. Dr. med. D. van Beuningen
Vorgelegt u¨ber den
Lehrstuhl fu¨r Allgemeine Pathologie und Neuropathologie
der Tiera¨rztlichen Fakulta¨t der Ludwig-Maximilians-Universita¨t Mu¨nchen
Vorstand: Univ.-Prof. Dr. Dr. W. Schmahl
Untersuchung der Auswirkung von
ionisierender Strahlung und Verwundung
auf die Expression zellularer Adha¨sions-
moleku¨le in einem neuentwickelten
dreidimensionalen in vitro-Hautmodell
Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung der tiermedizinischen Doktorwu¨rde der Tiera¨rztlichen Fakulta¨t
der Ludwig-Maximilians-Universita¨t Mu¨nchen
von
Tamara Arend
aus Gschwend
Mu¨nchen 2004
Gedruckt mit der Genehmigung der Tiera¨rztlichen Fakulta¨t
der Ludwig-Maximilians-Universita¨t Mu¨nchen
Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Dr. W. Schmahl
Koreferent: Univ.-Prof. Dr. E. Kienzle
Tag der Promotion: 13. Februar 2004
In Bewegung
Wir Menschen wollen alle
Etwas
Bewegen.
Doch was ist scho¨ner als
Von Etwas
Bewegt zu werden?
Florian Kahl, aus
”
Es“, 2002

Inhaltsverzeichnis
1 Einleitung 1
2 Stand der Forschung 3
2.1 Die Haut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
2.1.1 Aufbau und Organisation der kutanen Epidermis . . . . . . . . 3
2.1.2 Proliferation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.1.3 Das Ki-67 Protein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2.1.4 Strahlungsinduzierte Regulationssto¨rungen des
Zellzyklus’ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.2 Organotypische Co-Kulturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.2.1 Hauta¨quivalente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.2.2 Techniken zur Kultivierung von Hauta¨quivalenten . . . . . . . . 9
2.3 Die Extrazellulare Matrix (EZM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.4 Humane adulte Keratinozyten-Zelllinie
(HaCaT) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.5 Zellulare Interaktionen von Epithelzellen und Fibroblasten . . . . . . . 12
2.6 Zytokine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.7 Wundheilung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.7.1 Wundheilung mit Thrombozytenaktivierung . . . . . . . . . . . 14
2.7.2 Wundheilung ohne Thrombozytenaktivierung . . . . . . . . . . 14
2.7.3 Mesenchymale Zellmigration und Proliferation . . . . . . . . . . 15
2.7.4 Neoangiogenese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.7.5 Reepithelisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.7.6 Wundkontraktion und Narbenbildung . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.8 Das kutane Strahlensyndrom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.8.1 Stadien der kutanen Strahlenreaktion . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.8.2 Pathologie der Strahlenreaktion im Normalgewebe . . . . . . . . 17
2.9 Transforming Growth Factor-β (TGFβ) . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.9.1 TGFβ als multifunktionaler WF . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.10 Der TGFβ-Rezeptor (TGFβR) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.10.1 Endoglin (CD 105) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.11 Keratinocyte Growth Factor (KGF) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.11.1 KGF in der Wundheilung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.11.2 KGF und Bestrahlung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.12 Zellulare Adha¨sionsmoleku¨le . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
i
ii INHALTSVERZEICHNIS
2.13 Immunglobulinsuperfamilie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.13.1 Interzellulare Adha¨sionmoleku¨le (ICAM) . . . . . . . . . . . . . 26
2.13.2 ICAM-1 in Entzu¨ndungsreaktionen . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.13.3 ICAM-1 nach ionisierender Bestrahlung . . . . . . . . . . . . . . 28
2.14 Integrine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
2.14.1 Das β1-Integrin oder CD29 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.14.2 Das α5β1-Integrin (CD49e) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.14.3 Das α2β1-Integrin (CD49b) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
2.15 Zytokeratine (CK) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.15.1 Zytokeratine als Differenzierungsmarker in normaler Epidermis . 33
2.15.2 Zytokeratinexpression von HaCaT-Zellen . . . . . . . . . . . . . 33
3 Material und Methoden 35
3.1 Herkunft und Art der Zelllinien und des Biopsiematerials sowie deren
Subkultivierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
3.1.1 Human Dermal Fibroblasts adult (HDFa) . . . . . . . . . . . . 35
3.1.2 HaCaT-Keratinozyten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
3.1.3 Spalthaut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.2 Wachstumskurven . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.2.1 Pra¨parierung der Zellkulturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
3.2.2 Bestrahlung der Zellen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.2.3 Ermittlung der Zellzahl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.2.4 Auswertung der Wachstumskurven (lineare Regression) . . . . . 37
3.3 Anzu¨chtung der Zellen in einer Co-Kultur . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.3.1 Methodik zur Herstellung des standardisierten Hauta¨quivalents 39
3.3.2 Methodik zur Herstellung des Hauta¨quivalents mit erho¨hten Zell-
zahlen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
3.3.3 Verwundung und Bestrahlung des Hautmodells . . . . . . . . . 41
3.3.4 Gewebefixation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
3.3.5 Projektspezifische Materialien und Chemikalien mit Bezugsquellen 42
3.3.6 Verwendete Arbeitsgera¨te und Labormaterial . . . . . . . . . . . 43
3.3.7 Verwendete Lo¨sungen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.4 Immunhistochemische Fa¨rbung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.4.1 Herstellung und Vorbehandlung der Schnittpra¨parate . . . . . . 44
3.4.2 Immunhistochemische Fa¨rbeverfahren zum Antigennachweis . . 45
3.4.3 Ha¨matoxylin-Eosin-Fa¨rbung nach Mayer . . . . . . . . . . . . . 48
3.4.4 Projektspezifische Materialien Chemikalien mit Bezugsquellen . 49
3.4.5 Verwendete Arbeitsgera¨te und Labormaterial . . . . . . . . . . . 51
3.4.6 Verwendete Reagenslo¨sungen und Puffer . . . . . . . . . . . . . 52
3.5 ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
3.5.1 Vorbereitungen zur Durchfu¨hrung des ELISAs . . . . . . . . . . 53
3.5.2 Durchfu¨hrung des ELISAs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
3.5.3 Auswertung des ELISAs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.5.4 Projektspezifische Materialien und Chemikalien mit Bezugsquellen 55
3.5.5 Verwendete Arbeitsgera¨te und Labormaterial . . . . . . . . . . . 55
INHALTSVERZEICHNIS iii
3.6 Statistik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.6.1 Statistik der Hautmodellansa¨tze . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
3.6.2 Statistik der immunhistochemischen Antigenuntersuchungen . . 56
3.6.3 Wachstumskurven . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
3.6.4 Einzelversuche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
4 Ergebnisse 57
4.1 Proliferationskinetik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
4.1.1 Wachstumskurven der HaCaT-Zelllinie . . . . . . . . . . . . . . 57
4.1.2 Wachstumskurven der HDFa-Zelllinie . . . . . . . . . . . . . . . 59
4.2 Beschreibung des organotypischen Hauta¨quivalents . . . . . . . . . . . 60
4.2.1 Morphologie einer gut ausdifferenzierten, rekonstruierten Epider-
mis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.2.2 Strukturelle Auflo¨sungserscheinungen der Kollagenmatrix . . . . 61
4.2.3 Morphologie einer mangelhaft ausdifferenzierten, rekonstruierten
Epidermis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63
4.3 Mikroskopische Auswertung immunhistochemischer Untersuchungen des
Hauta¨quivalents . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.3.1 Panzytokeratin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.3.2 Proliferationsmarker Ki-67 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.3.3 β1-Integrin (CD29) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66
4.3.4 ICAM-1 (CD54) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
4.3.5 TGFβ3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
4.3.6 TGFβ1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
4.3.7 α5β1-Integrin (CD49e) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
4.3.8 α2β1-Integrin (CD49b) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
4.3.9 Endoglin (CD105) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
4.4 ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
4.4.1 KGF-ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
4.4.2 TGFβ1-ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
5 Diskussion 83
5.1 Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der Zelllinien HaCaT und
HDFa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83
5.2 Organotypische Co-Kulturen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85
5.2.1 Methodische Aspekte bei Zu¨chtung des Hauta¨quivalents . . . . 85
5.2.2 Morphologie und Proliferationskinetik der rekonstituierten Epi-
dermis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86
5.2.3 Anmerkungen zur Methodik der immunhistochemischen Fa¨rbe-
methode APAAP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88
5.3 Antigenstudien am dreidimensionalen Hauta¨quivalent . . . . . . . . . . 89
5.3.1 Panzytokeratin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
5.3.2 Der Proliferationsmarker Ki-67 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
5.3.3 β1-Integrin (CD29) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 89
5.3.4 ICAM-1 (CD54) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 90
iv INHALTSVERZEICHNIS
5.3.5 TGFβ3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
5.3.6 TGFβ1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
5.3.7 α5β1-Integrin (CD49e) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92
5.3.8 α2β1-Integrin (CD49b) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
5.3.9 Zusammenfassung der Antigenexpression des Hauta¨quivalents im
Vergleich zur humanen Haut . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
5.3.10 Endoglin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95
5.4 Beurteilung der ELISA-Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95
5.4.1 KGF-ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96
5.4.2 TGFβ1-ELISA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97
5.5 Beurteilung der organotypischen Co-Kultur als Modell fu¨r die strahlen-
biologische Forschung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
6 Zusammenfassung/Summary 101
Anhang 105
A Tabellarische Zusammenfassung der Fa¨rbeergebnisse nach Verwun-
dung und Bestrahlung 105
A.1 Qualitative Auswertung der Expressionsinduzierung . . . . . . . . . . . 105
A.1.1 Expressionsinduzierung des jeweils untersuchten Antigens in der
Epidermis (E) und in HDFa-Fibroblasten (F) nach Strahlenex-
position . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 105
A.1.2 Expressionsinduzierung des jeweils untersuchten Antigens in der
Epidermis (E) und in HDFa-Fibroblasten (F) nach Verwundung 106
A.1.3 Expressionsinduzierung des jeweils untersuchten Antigens in der
Epidermis (E) und in HDFa-Fibroblasten (F) nach Verwundung
und Bestrahlung mit 5 Gy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
Literaturverzeichnis 119
Lebenslauf 121
Danksagung 123
Abbildungsverzeichnis
2.1 Schematischer Aufbau der Epidermis: Darstellung der Epidermisschich-
ten mit ihren charakteristischen Strukturelementen (aus [95]). . . . . . 4
3.1 Schematischer Querschnitt einer 6-Well-Platte mit eingelegtem Kolla-
genschwamm. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.2 Die Aufsaat der HaCaT-Keratinozyten auf die Kollagenmatrix erfolgt
nach deren Besiedlung durch Fibroblasten. . . . . . . . . . . . . . . . . 41
3.3 HaCaT-Zellen bilden eine ausdifferenzierte, mehrschichtige Epidermis. . 41
3.4 Schematische Darstellung des APAAP Enzym-Immun-Komplexes, mo-
difiziert nach [108]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.1 Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums der HaCaT-Zelllinie
nach Bestrahlung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
4.2 Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums der HDFa-Zelllinie
nach Bestrahlung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60
4.3 Gut ausdifferenzierte, rekonstruierte Epidermis nach fu¨nfwo¨chiger Kul-
tivierung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
4.4 Detailaufnahme der rekonstruierten Epidermis nach fu¨nfwo¨chiger Kul-
tivierung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
4.5 Die Pfeilspitzen markieren positive Zytokeratin-Reaktionen in der nor-
malen, humanen Epidermis, im Str. basale, Str. spinosum und Str. cor-
neum. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.6 Starke Zytokeratin-Expression in der gesamten, rekonstruierten Epidermis. 66
4.7 Die Pfeilspitzen zeigen Ki-67-positive HaCaT-Zellkerne in der rekonstru-
ierten Epidermis des unmanipulierten HM. . . . . . . . . . . . . . . . . 67
4.8 Ki-67-Expression der rekonstruierten Epidermis, bevorzugt in basalen
und suprabasalen Lagen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67
4.9 β1-Integrin-Expression in der gesamten rekonstruierten Epidermis, vor
allem in basalen und unteren suprabasalen Schichten. . . . . . . . . . . 68
4.10 Membransta¨ndige, immunhistochemische β1-Integrin-Fa¨rbungen in epi-
dermalen HaCaT-Zellen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68
4.11 β1-Integrin-Expressionsanstieg nach Bestrahlung mit 5 Gy, besonders
im dorsalen Epidermisbereich. Die Pfeilspitze markiert
”
Basalzellen“,
welche in Matrixporen abgetropft sind. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
v
vi ABBILDUNGSVERZEICHNIS
4.12 Intensive ICAM-1-Expression im oberen Epidermisbereich des rekon-
struierten Hauta¨quivalents. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
4.13 Die rekonstruierte Epidermis zeigt 48 h nach Strahlenexposition von 5
Gy eine mittlere Induzierung der ICAM-1-Expression. . . . . . . . . . . 71
4.14 Induzierte ICAM-1-Expression 48 h nach Verwundung, im unverletzen,
basalen Gewebe (siehe Pfeilspitze) und am Wundrand (siehe Pfeil, links
oben), sowie in HaCaT-Zellen, welche vermutlich in die Wunde einwan-
dern (Pfeil links unten). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
4.15 TGFβ3-Expression in der gesamten rekonstruierten Epidermis, v. a. in
basalen, abgeplatteten und verhornten Zellschichten. . . . . . . . . . . 72
4.16 Geringe α5β1-Integrin-Fa¨rbung, bevorzugt in basalen und suprabasalen
Schichten der rekonstruierten Epidermis. . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
4.17 Darstellung der stark induzierten α5β1-Integrin-Expression in allen epi-
dermalen Schichten der rekonstruierten Epidermis und am Wundrand,
48 h nach Verwundung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
4.18 α2β1-Expression des rekonstruierten Epithels, besonders starke Anti-
ko¨rperreaktionen zeigen basale und untere suprabasale HaCaT-Kerati-
nozyten. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
4.19 8 Tage nach ionisierender Bestrahlung von 5 Gy kann in oberen epi-
dermalen Schichten des rekonstruierten Epithels eine geringe α2β1-Ex-
pressionsinduktion beobachtet werden. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 76
4.20 Die rekonstruierte Epidermis zeigt v. a. in basalen und suprabasalen
Lagen Endoglin-positive HaCaT-Zellen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
4.21 48 h nach Strahlenexposition von 5 Gy induzieren dorsale, epidermalen
Schichten deutlich ihre Endoglinexpression. . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.22 48 h nach Verwundung zeigten basale und untere suprabasale Zellen der
Wunde und des unverwundeten Gewebes eine mittlere Induzierung der
Endoglinexpression. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.23 KGF-Proteinkonzentrationen im Mediumu¨berstand der Hautmodelle. . 81
4.24 Verha¨ltnis der TGFβ1-Konzentrationen im Mediumu¨berstand der Haut-
modelle bezogen auf das Kulturmedium. . . . . . . . . . . . . . . . . . 81
Tabellenverzeichnis
4.1 Zellverdopplungszeiten t2 der HaCaT-Zelllinie nach Strahlenexposition. 58
4.2 Zellverdopplungszeiten t2 der HDFa-Zelllinie nach Strahlenexposition. . 59
A.1 Expressionsinduzierung zum Zeitpunkt 48 h nach Strahlenexposition von
5 Gy, zum Zeitpunkt 7/8 d nach 2,5 Gy und 5 Gy Bestrahlung. . . . . 105
A.2 Expressionsinduzierung des untersuchten Antigens 48 h und 7/8 d nach
Verwundung. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
A.3 Expressionsinduzierung des untersuchten Antigens in der Epidermis (E)
und in HDFa-Fibroblasten 48h nach Verwundung und Bestrahlung mit
5 Gy. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 106
vii

Abku¨rzungen
AK Anitko¨rper
Aqua dest. Aqua destillata
bFGF basic Fibroblasts Growth Factor
BMP Bone Morphogenic Proteins
BrdU Bromodeoxyuridine
CAM zellulare Adha¨sionsmoleku¨le (Cellular Adhesion Molecules)
CD29 β1-Integrin
CD49e α5β1-Integrin, Hauptrezeptor fu¨r Fibronektin
CD49b α2β1-Integrin, Rezeptor fu¨r Kollagen I-IV, VI und Laminin
CD54 ICAM-1
CK Zytokeratin (Cytokeratin)
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium
Da Dalton
DED de-epidermalisierte Dermis (De-Epidermized Dermis)
EGF Epidermal Growth Factor
EZM Extrazellularmatrix
FCS fo¨tales Ka¨lberserum (Fetal Calf Serum)
FGF Fibroblasts Growth Factor
FGFR-2IIIb KGF-Rezeptor
FGF7 Fibroblast Growth Factor 7 oder KGF
G0 Gap 0
G1 Gap 1
G2 Gap 2
HaCaT immortalisierte Keratinozytenzelllinie
HDFa prima¨re humane adulte Fibroblastenzelllinie (Human Derived
Fibroblats adult)
HM Hautmodell
HPV Humanes Papilloma Virus
ICAM-1 intrazellulares Adha¨sionsmoleku¨l-1 (Intracellular Adhesion
Molecule-1)
IgAM Immunglobulinadha¨sionsmoleku¨l
IGF Insulin Growth Factor
IL Interleukin
INFγ Interferon-γ
KGF Keratinocyte Growth Factor
ix
x ABKU¨RZUNGEN
Ki-67 Kernprotein
LAP Latentes Bindungsprotein (Latent Binding Protein)
LTBP Latentes TGFβ Bindungsprotein (Latent TGFβ Binding Protein)
M Mol
mM milliMol
MMP Matrix-Metalloproteinasen
M-Phase Mitose
NEK normale epidermale Keratinozyten (Normal Epidermal
Keratinocytes)
Nrf2 NF-E2 related factor 2, genkodierender Transkriptionsfaktor
Nrf3 genkodierender Transkriptionsfaktor
PBS Phosphat-gepufferte Salzlo¨sung (Phosphate Buffered Saline)
PDECGF Platelet Derived Endothelial Cell Growth Factor
PDGF Platelet Derived Growth Factor
PET Polyethylen Terephthalat
PMN Polymorphonuclear Neutrophils (polymorphkernigen Leukozyten)
p.r. post radiationem (nach Strahlenexposition)
RPM Rounds Per Minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Raumtemperatur
SEM Standard Error of Mean
Str. Stratum
TGFα Transforming Growth Factorα
TNFα Tumor necrosis factorα
TGFβ Transforming Growth Factorβ
TGFβR TGFβ Rezeptor
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
WF Wachstumsfaktor
Kapitel 1
Einleitung
Hautmodelle oder Hauta¨quivalente sind dreidimensionale
”
Gewebekulturen“, fu¨r deren
Herstellung in der Regel humane, kutane Zellen sowie animale (Kollagene) oder syn-
thetische Komponenten (Nylonnetze, Polykarbonatauflagen) als Dermismaterial ver-
wendet werden.
In der Literatur ist inzwischen eine Vielzahl von in vitro gezu¨chteten Hauta¨quivalenten
beschrieben. Die Einsatzgebiete von Hautmodellen finden sich vermehrt in der bio-
medizinischen Grundlagenforschung, der Wundbehandlung von Patienten sowie in der
Pharma- und Kosmetikindustrie.
Hier kommt ihnen als Ersatz- und Erga¨nzungstestobjekte, alternativ zu Tierversu-
chen, eine immer gro¨ßere Bedeutung zu. Tierversuche eignen sich, um Erkenntnisse
u¨ber grundlegende Funktionsabla¨ufe im Organismus und biologische Prinzipien zu ge-
winnen. Allerdings besteht das generelle Problem der U¨bertragbarkeit von Ergebnissen
zwischen verschiedenen Spezies.
Der Radiobiologie steht aufgrund der speziesspezifischen Auspra¨gung des Hautorgans
von Sa¨ugetieren zur Untersuchung der Strahlenwirkung auf die menschliche Haut kein
geeignetes Tiermodell zur Verfu¨gung (Ausnahme ist mit Einschra¨nkungen das Schwein)
[112, 69].
In der Forschung bietet die Verwendung von Hautmodellen als Versuchsobjekte ge-
genu¨ber Versuchen an Labortieren verschiedene Vorteile:
• Reproduzierbarkeit der Modelle, dadurch Schaffung von standardisierten Ver-
suchsbedingungen
• Mo¨glichkeit der beliebigen Wiederholung von Testversuchen
• Bessere Anna¨herung an die menschliche Haut durch die Verwendung humaner
Zellen
• Vermeidung des ethischen Konflikts beim Einsatz von Versuchstieren
Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit sollen weitgehend unbekannte pathophysio-
logische Vorga¨nge des kutanen Strahlensyndroms und der Wundheilung nach Strah-
lenexposition an einer dreidimensionalen, organotypischen Co-Kultur dargestellt und
diskutiert werden.
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Das neuentwickelte Hauta¨quivalent besteht aus folgenden Komponenten, einer bovinen
Kollagenmatrix, humane Fibroblasten und Keratinozyten.
Aufgrund neuer Erkenntnisse der Grundlagenforschung sind heute wesentliche zellulare
und biochemische Vorga¨nge der normalen Wundheilung verstanden. Allerdings sind in
Bezug auf die Entstehung und Vermeidung von Wundheilungssto¨rungen nach Strah-
lenexposition noch viele Fragen offen. Deshalb werden in dieser Arbeit ausgewa¨hlte
Faktoren untersucht, die sowohl bei der Fru¨hreaktion nach Strahlentherapie, als auch
in der Epithelisationsphase im Heilungsprozess fu¨r Keratinozyten und Fibroblasten ei-
ne Rolle spielen.
Vorangiges Ziel ist es, Vera¨nderungen der Expression von Zytokinen, Adha¨sionsmo-
leku¨len und Integrinen im Hautmodell, nach dessen Bestrahlung und Verwundung,
nachzuweisen. Der Nachweis von Zytokeratin, Ki-67, β1-Integrin, Kollagen- und Fibro-
nektin-Rezeptoren, ICAM-1 sowie TGFβ1, TGFβ3 und Endoglin erfolgte an Gefrier-
schnitten mittels immunhistochemischer Fa¨rbung. Zusa¨tzlich wurde der Na¨hrmedi-
umu¨berstand im ELISA auf KGF und TGFβ1 untersucht.
Desweiteren sollen die Ergebnisse unseres Hautmodells mit anderen in vivo-Unter-
suchungen an humaner Haut verglichen werden. Dabei soll gekla¨rt werden, ob das
Hauta¨quivalent eine mo¨glichst reale morphologische und funktionelle in vivo-Situation
nachbildet und sich als Grundlage fu¨r die Expressionsuntersuchung relevanter Faktoren
nach Verwundung und Strahlenexposition eignet.
Kapitel 2
Stand der Forschung
2.1 Die Haut
Die Haut ist das gro¨ßte Organ des menschlichen Ko¨rpers und begrenzt dessen a¨uße-
re Oberfla¨chen. Sie besteht aus der Oberhaut (Epidermis), Lederhaut (Dermis) und
Unterhaut (Subcutis) [87]. Sie dient als gro¨ßtes Sinnesorgan zur Wahrnehmung von
Schmerz, Beru¨hrung, Hitze und Ka¨lte, reguliert die Ko¨rpertemperatur und hat immu-
nologische Funktionen [166]. Unter ihren vielfa¨ltigen Aufgaben ist die Schutzfunktion
gegen Krankheitserreger, scha¨dliche Umwelteinflu¨sse, mechanische Einwirkungen und
Austrocknung besonders hervorzuheben.
2.1.1 Aufbau und Organisation der kutanen Epidermis
Die Epidermis ist die a¨ußere Schicht der Haut und histologisch gesehen ein mehrschich-
tiges, verhorntes Plattenepithelgewebe. Sie entha¨lt verschiedene Zelltypen: Langerhans-
Zellen, Melanozyten, Mastzellen, Merkelzellen, aber vor allem Keratinozyten in ver-
schiedenen Differenzierungsformen. Deren Umwandlung erfolgt gema¨ß eines genetisch
festgelegten Musters, welche den charakteristischen Epidermisaufbau bedingt. Im Ver-
lauf der Differenzierungsprozesse zeigen die Zellen verschiedene, fu¨r den Prozesszeit-
punkt spezifische Proteinexpression, Lipidvorkommen und Morphologie. Der sich auf
diese Weise entwickelnde hierarchische Epithelaufbau kann in fu¨nf charakteristische
Zellschichten unterteilt werden (s. Abb. 2.1). Diesen lassen sich funktionell zwei Berei-
chen zuordnen: das Proliferations- und das Reifungskompartiment.
Die Dicke der Haut ist lokal konstant, schwankt aber stark an verschiedenen Stellen des
Ko¨rpers. Sie wird durch das Wechselspiel von Zellproliferation der unteren Schichten
und dem oberfla¨chlichen Zellverlust reguliert.
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der Epidermis: Darstellung der Epidermisschichten
mit ihren charakteristischen Strukturelementen (aus [95]).
Dem Proliferationskompartiment sind histologisch das Str. basale und Teile des
Str. spinosums zugeordnet. Die u¨brigen suprabasalen Zellschichten entsprechen dem
Reifungskompartiment. Die mitotisch aktiven Zellen des Proliferationskompartiments
befinden sich etwa zu zwei Dritteln im Str. basale und einem Drittel im Str. spinosum.
Nach der Zellteilung von Stamm- und Transitzellen verbleibt im Mittel eine Tochterzel-
le im Proliferationskompartiment und ist weiterhin mitotisch aktiv. Die andere Toch-
terzelle wandert ins Reifungskompartiment und differenziert sich zur toten Hornzelle.
Dieser so genannte asymmetrische Verlauf der mitotischen Teilung ist ein typisches
Merkmal normaler Epithelien [19].
Kubische bis zylindrische Zellen mit ovalen Kernen bilden das ein- bis zweilagige Stra-
tum basale [95]. Die Basalzellen stehen u¨ber Hemidesmosomen mit der unmittelbar an-
liegenden Basalmembran fest in Verbindung. Die Basalmembran trennt die Epidermis
ra¨umlich von der Dermis und verankert gleichzeitig das Epithel stabil im darunterlie-
genden Bindegewebe.
Im Str. spinosum bilden die Zellen zahlreiche Zytoplasmafortsa¨tze (sog. Stacheln) aus
und sind an deren Enden durch Desmosomen mit ihren Nachbarzellen verbunden. Das
Zellvolumen der Keratinozyten nimmt zu. Sie haben eine polygonale Gestalt mit abge-
rundeten Kernen und flachen zur Hautoberfla¨che hin ab. In den oberen Zellschichten
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des Str. spinosums werden lipid- und enzymreiche Keratinosomen gebildet. Das Str.
spinosum oder die Stachelzellschicht besteht gewo¨hnlich aus fu¨nf bis zehn Zelllagen
[95].
Das Reifungskompartiment bildet die epidermale Barriere und gewa¨hrleistet die eigent-
liche Schutzfunktion der Haut. Es besteht aus den Strata granulosa, lucida und cornea.
Im Str. granulosum beginnt die Degeneration von Kernen und Zellorganellen, sowie
die Vernetzung und Aggregation von Keratinen. Die Zellen sind rautenfo¨rmig oder
abgeplattet. Hier geben die Keratinozyten zuvor synthetisierte Keratinosomen durch
Exozytose in den Intrazellularraum ab, welche zur Barrierefunktion der ho¨heren epider-
malen Schichten beitragen. Kennzeichnend fu¨r die Ko¨rnerzellen des Str. granulosum ist
das mit basophilen, polymorphen Keratohyalinko¨rnchen angefu¨llte Zytoplasma. Kera-
tohyalinko¨rnchen sind Vorla¨ufer der Keratinmatrix. In der normalen Haut ist die Dicke
des Str. granulosums proportional zur Dicke des Str. corneums. Das Str. granulosum
entha¨lt in der Regel ein bis drei Zelllagen, kann aber auch bis zu zehn Zellschichten
enthalten [19, 95].
Das Str. lucidum (Glanzzellschicht) ist kernlos und nur in der Leistenhaut an Sohlen,
Ballen und Fingerbeeren ausgebildet. In dieser Glanzzellschicht werden Keratohya-
linko¨rnchen zu Eleidin umgewandelt und die Zellorganellen abgebaut [87].
Die Hornzellen des Str. corneum erfahren eine Auflo¨sung von Kernen und Zellorga-
nellen, es bleiben lediglich Filamentbu¨ndel und die Zellmembranen erhalten. Diese
verbinden sich mit dem Skleroprotein Keratin, das aus dem schwefelreichen Kerato-
hyalin entsteht und bilden zusammen mit Lipiden die resistente, permeable Oberfla¨che
der Haut. Die chemisch und mechanisch resistente Barriereschicht des Str. corneum
kann zwischen 10 und 20 Lagen umfassen. Durch Abbau der Keratinmatrix und Zerfall
der Dichtsubstanz in oberen Lagen geht die regelma¨ßige und komprimierte Struktur
des Str. corneums verloren. Infolgedessen werden die obersten Zellen abgeschilfert [95].
Dieser kontinuierliche Prozess dient der steten Hauterneuerung.
2.1.2 Proliferation
Steel [143] definiert Proliferation als Produktion von Zellen durch Teilung der Mutter-
zelle nach identischer Reduplikation ihres Genoms. Die Erhaltung der Gewebehomo¨ost-
ase in der kutanen Haut setzt ein ausgewogenes Verha¨ltnis von Proliferation und Zel-
lapoptose voraus. Die Apoptose oder der so genannte programmierte Zelltod ist eine
spezielle Form des Zelluntergangs. Zellen zeigen dabei eine charakteristische Schwel-
lung von Organellen, Zellkernkondensation und -zerfall mit fragmentierter DNA.
Grundlage jeder Zellteilung ist der Zellzyklus. Er verla¨uft nach einer festgelegten Ab-
folge verschiedener Phasen. Man unterscheidet zuna¨chst die Interphase von der Mitose
oder M-Phase. Nach molekularen Ereignissen kann die Interphase in Gap 0 (G0), Gap
1 (G1), S-Phase (Synthese) und Gap 2 (G2) unterteilt werden. In der S-Phase erfolgt
die DNA-Replikation. Die G1- und G2-Phasen dienen der Vorbereitung der jeweils fol-
genden Zyklusphase. In diesen Zeitra¨umen synthetisiert die Zelle RNA sowie Proteine
und wa¨chst. Mit Eintritt in die M-Phase (Mitose) werden diese Stoffwechselaktivita¨ten
eingestellt und die DNA der Mutterzelle sorgfa¨ltig auf zwei Tochterzellen verteilt.
Den aktiven Zellzyklus bilden die Phasen G1, S, G2 und M. Die Gesamtheit der Zellen
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dieser Phasen stellt die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation dar. Daneben gibt es
Zellen, die sich nicht aktiv im Zellzyklus befinden. Diesem Zellkompartiment geho¨ren
neben alternden Zellen entweder termininal differenzierte Zellen an, oder Zellen die sich
in der G0-Phase befinden. G0 ist eine Ruhephase, in der Zellen tempora¨r verweilen,
bis sie erneut in den aktiven Zellzyklus eintreten. Vera¨nderungen der physiologischen
Bedingungen, Zellscha¨den, Zellverlust, Pharmaka und Hormone ko¨nnen bestimmte G0-
Zellen zur Proliferation anregen. Diese Zellen sind Stammzellen [45].
Epithelien ko¨nnen mit Hilfe dieser Zellen ihre Zellproliferation flexibel an vera¨nderte
Umgebungssituationen anpassen. Die Theorie von Bullough [23] besagt, dass haupt-
sa¨chlich der oberfla¨chliche Zellverlust des Str. corneums die Proliferation stimulieren
kann. Ungefa¨hr 10 % der basalen Zellen sind Stammzellen und besitzen eine un-
eingeschra¨nkte Proliferationskapazita¨t [117]. Die u¨brigen, so genannten Transitzellen
verfu¨gen nur u¨ber eine eingeschra¨nkte Teilungsfa¨higkeit. Deshalb geschieht die epi-
dermale Zellvermehrung hauptsa¨chlich in basalen Lagen. Jedoch konnte festgestellt
werden, dass sich bis zu 30 % der proliferierenden Zellen in suprabasalen Schichten
befinden [42]. Darum sagt die Lokalisation und Gro¨ße der proliferativen, epithelialen
Zellpopulation etwas u¨ber deren Differenzierungsgrad aus.
Verschiedene Faktoren modulieren die epitheliale Proliferation, Apoptose und Differen-
zierung. Die dafu¨r wesentlichen Substanzen in der Haut, die so genannten Wachstums-
faktoren (WF), sind der Epidermal Growth Factor (EGF), der Keratinocyte Growth
Factor (KGF) sowie der Transforming Growth Factor β (TGFβ). Es handelt sich dabei
um Polypeptide, bestehend aus mehr als zehn verknu¨pften Aminosa¨uren. Eine detail-
lierte Behandlung von TGFβ und KGF erfolgt in den Abschnitten 2.9 und 2.11.
Ferner sind Stoffe wie Retinol, Vitamin D und Vitamin A-Derivate beteiligt [19, 37]. Es
wird vermutet, dass Keratinozyten auf diese Agentien beispielsweise mit der Expres-
sion von Involukrin und Zytokeratinen reagieren. Deren Regulierung geschieht wahr-
scheinlich unter Mitwirkung von Transkriptionsfaktoren, welche mo¨glicherweise auch
am Differenzierungvorgang beteiligt sind [37].
2.1.3 Das Ki-67 Protein
Ki-67 Protein ist ein gut geeigneter Marker zur Bestimmung der Wachstumsfrakti-
on von Zellpopulationen. Antiko¨rper gegen humanes Ki-67 Protein ermo¨glichten die
immunhistologische Untersuchung der Zellproliferation [39]. Ki-67 wird hier zur Unter-
suchung des Proliferationskompartiments des Hautmodells verwendet.
Ki-67 ist ein Kern- und nukleola¨res Protein, welches in allen aktiven Zellzyklusphasen
anwesend, aber in ruhenden Zellen der G0-Phase nicht nachweisbar ist. Wa¨hrend der
Interphase ist das Protein ausschließlich im Inneren des Kerns lokalisiert, wohingegen
das Protein in der Mitose auf der Oberfla¨che von Chromosomen zu finden ist.
Die Molekularstruktur des Ki-67 Proteins ist inzwischen gut charakterisiert. Dabei fa¨llt
auf, dass die Prima¨rstruktur viele Merkmale entha¨lt, welche auch verschiedene, den
Zellzyklus regulierende Proteine aufweisen. Dennoch bleibt seine funktionale Bedeu-
tung unklar, und Informationen u¨ber seine Aufgabe innerhalb des Proteinnetzwerks,
welches den Zellzyklus steuert, sind spa¨rlich [136, 39].
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2.1.4 Strahlungsinduzierte Regulationssto¨rungen des
Zellzyklus’
Trifft biologisch wirksame Strahlung (z.B. radioaktive Strahlung (α-, β-, γ-Strahlung)
und Ro¨ntgenstrahlung) auf Zellen, kann es je nach Art und Energie der Strahlung zu
Ionisation von Biomoleku¨len, Induktion von freien Radikalen oder schwerwiegenden
Scha¨digungen des Gewebes kommen. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde
mit Ro¨ntgenstrahlung gearbeitet (s. Abschnitt 3.2.2).
Man unterscheidet direkte und indirekte Strahlenwirkungen. Bewirkt die Strahlung
unmittelbare Effekte an Moleku¨len oder werden diese ionisiert, spricht man von ei-
ner direkten Strahlenwirkung [62]. Verursachen freie Radikale jedoch Scha¨digungen an
der DNA, werden diese Vorga¨nge der indirekten Strahlenwirkung zugeordnet. DNA-
Scha¨den haben Proliferationshemmung zur Folge [112, 62]. Strahleninduzierte Zell-
scha¨den ko¨nnen auch einen Verlust der Teilungsfa¨higkeit bedingen. Dieser kann durch
terminale Ausdifferenzierung, Apoptose oder den mitotischen Zelltod hervorgerufen
werden. Trotzdem sind solche Zellen fa¨hig, Zytokine zu sezernieren und somit auf die
Regulation von Umbildungsvorga¨ngen im Gewebe einzuwirken [112].
Die Sto¨rung des Zellzyklus ist die hauptsa¨chliche Ursache der Strahlenreaktion an
Normalgewebe. Diese a¨ußert sich in pathologischen Vera¨nderungen wie z.B. Nekrose,
Fibrose, Fisteln und Gewebeschrumpfungen [30]. Gewo¨hnlich ist der Ablauf des Zell-
zyklus nach Bestrahlung blockiert. Zellen verweilen am U¨bergang von der G1- zur
S-Phase fu¨r mehrere Stunden bis Tage. Einer Studie von Linke et al [125] zufolge,
ist es nicht allen Zellen mo¨glich, weiter im Zellzyklus fortzuschreiten. Nach einer be-
stimmter Zeit der Hemmung werden die Zellen inaktiviert oder u¨berleben durch ter-
minale Differenzierung ohne weitere Zellteilungen. Verschiedene Gene, vor allem das
mutierte Ataxia-Telangiektasia-Gen (Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)), das p53-
Gen, das Cyclin-abha¨ngige Kinase-Inhibitor-Gen (cyclin dependent kinase inhibitor
gen (p21cipl)), Retinoblastoma (RB), sowie Cyclin E und die Cyclin-abha¨ngige Kinase
(cyclin dependent kinase 2 (cdk2)) sind fu¨r die Regulation der Zellblockierung verant-
wortlich [30]. In einem Versuch mit humanen Fibroblasten wurde gezeigt, dass die zu
Grunde liegende Extrazellularmatrix sowohl die Zeitspanne, als auch die Anzahl der
Zellen im G1-Arrest beeinflusst [24]. Zellen, denen es gelingt, erneut in den Zellzyklus
einzutreten, werden wiederum am Ende der Interphase fu¨r mehrere Stunden blockiert.
Danach werden sie in der Regel in die M-Phase entlassen. Haben Zellen chromosomale
Scha¨den, scheitern sie in der Mitose meist nach der Metaphase. Andere Zellen durchlau-
fen noch einige Zellzyklen und sterben dann ab. Dieser Zelluntergang wird Mitosetod
genannt [30]. Eine weitere Art des Zelluntergangs nach Bestrahlung ist die Apopto-
se, die auf bestimmte Gewebearten beschra¨nkt ist. Diese Gewebearten sind meist sehr
strahlenempfindlich [30].
Zellen sind fa¨hig, Strahlenscha¨den zu reparieren. Experimentell kann die Reparaturka-
pazita¨t von Zellen in exponentiellen U¨berlebenskurven und Klonierungstests ermittelt
werden. In der klassischen Strahlenbiologie wird die Strahlenempfindlichkeit u¨ber die
Reparaturfa¨higkeit von Strahlenscha¨den einer Zelle bestimmt [112, 62]. Die Strahlen-
empfindlichkeit ist proportional zu ihrer Teilungsfa¨higkeit.
Die klassische Einteilung der Reaktion von Geweben auf Strahleneinwirkung erfolgt
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nach Withers [165] in die
”
vier R’s“ der Strahlenbiologie: Reparatur des subletalen
Strahlenschadens, Redistribution (Umverteilung der Zellen im Zellzyklus), Repopulie-
rung, Reoxygenierung.
In der Haut liegen sehr spezielle Bedingungen vor. 2 bis 5% der Basalzellen in der
Epidermis proliferieren aktiv, wa¨hrend sich der Rest als so genannte proliferierende
Transitzellen in den Differenzierungsschichten befindet [112]. Potten [118] fu¨hrte das
Konzept der
”
epidermal proliferative units“ ein, welches sich von Untersuchungsergeb-
nissen an Ma¨useepidermis ableitet. Die Basalzellschicht setzt sich zu 10% aus prolife-
rierenden Stammzellen und zu 90% aus U¨bergangszellen zusammen. Demnach ergibt
sich die charakteristische Anordnung: je eine proliferierende Stammzelle wird von neun
U¨bergangszellen umgeben, die mit anderen weiter differenzierenden Zellen eine sechs-
eckige Sa¨ule bilden. Die Entwicklung dieses Konzepts war fu¨r das strahlenbiologische
Versta¨ndnis des umfassenden epithelialen Gewebes grundlegend.
2.2 Organotypische Co-Kulturen
Mit reproduzierbaren, dreidimensionalen Co-Kulturen stehen im Vergleich zu Monolayer-
Kulturen komplexere Versuchsmodelle zur Verfu¨gung, welche eine weitere Anna¨herung
an die in vivo-Situation der Haut darstellen.
2.2.1 Hauta¨quivalente
Zweilagige organotypische Co-Kulturen, welche dermale und epidermale Elemente kom-
binieren, werden auch als Hauta¨quivalente bezeichnet.
Zur Herstellung werden meist humane Komponenten (Zellen, devitalisierte Dermis) und
animale Komponenten (Kollagen) verwendet. Die verwendeten Techniken basieren alle
auf dem gleichen Prinzip. Epithelzellen werden als Einzel- bzw. Mischsuspension oder
als Explantate auf eine ku¨nstliche oder devitalisierte Matrix aufgebracht. Die Matrix
entha¨lt Fibroblasten als mesenchymale Zellen oder nur deren regulierende Wachstums-
faktoren. Einige Modelle benutzen synthetische Materialien um spezielle Hautlagen
(Dermis, Epidermis) zu ersetzen [40].
Durch das Einbringen von Zellen in dreidimensionale “Gewebekulturen“ und mit der
Kultivierung des entstehenden Epithels an der Luft-Medium-U¨bergangszone gelang es,
eine verbesserte Differenzierung der mehrschichtigen Epidermis zu erzielen [121]. Die
so genannte “air-liquid“ Kultivierungsmethode induziert die Reifung und Ausdifferen-
zierung der Keratinozyten, die Stratifizierung der Epidermis und die Bildung eines Str.
corneums. Die physiologische Ausbildung des Str. corneums im Hauta¨quivalent ist ent-
scheidend, um grundlegende Eigenschaften der normalen Haut, wie beispielsweise die
Barrierefunktion, nachzuahmen.
Inzwischen werden verschiedene Modelle kommerziell produziert. Sie werden entweder
fu¨r die medizinische Wundversorgung, als so genannte interaktive Wundauflage bzw.
Hautersatz (
”
skin substitutes“), oder als alternative Testsysteme hergestellt und ver-
marktet [40].
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2.2.2 Techniken zur Kultivierung von Hauta¨quivalenten
Grundsa¨tzlich kann man zwei verschiedene Techniken zur Kultivierung von epidermalen
Zellen im Co-Kulturmodell unterscheiden [120]. Die Kultivierung der Keratinozyten auf
ku¨nstlicher Matrix oder auf de-epidermalisierter Dermis. Im folgenden werden diese
Techniken na¨her beschrieben.
2.2.2.1 Kultivierung von Keratinozyten auf ku¨nstlicher Matrix
Die verwendete Methodik basiert auf Forschungsergebnissen von Bell et al [11]. Die
Herstellung eines Hauta¨quivalents kann in zwei Hauptschritte unterteilt werden:
1. Bildung der Dermislage
2. Entstehung und Verhornung der Epidermis.
Als dermales A¨quivalent dienen einzelne Komponenten der Extrazellularmatrix. Sehr
ha¨ufig findet ausschließlich Kollagen I [139] Anwendung, oder auch in Kombination
mit Kollagen III [88] und IV [135]. Das Kollagen I wird u.a. aus Rattensehnen [11],
Ma¨usesehnen [18] oder Rinderha¨uten isoliert und meist in einer Konzentration von 1-4
mg/ml verwendet [19]. Kollagenmischungen unterschiedlicher Spezies werden ebenfalls
als Unterhautgewebe verwendet [88]. Zur Entstehung des Dermisa¨quivalents wird das
Kollagen mit den Fibroblasten unter Beigabe von verschiedenen Zusa¨tzen vermischt.
Die Fibroblasten wandern durch das Kollagen, vermehren sich und produzieren neues
Kollagen und andere Matrixproteine. Sie ordnen sich im Fasernetzwerk der Matrix an,
kontrahieren die Kollagenfasern und bilden eine stabile Unterhautgewebslage. Sowohl
Fibroblasten als auch Keratinozyten sind in der Lage, Kollagenasen zu synthetisieren.
Die Stabilisierung der Kollagenmatrix kann mit Kollagenase-Inhibitoren, Hydrokorti-
son oder Glutaraldehyden erreicht werden [19].
Sobald die Kollagenmatrix geliert ist, ko¨nnen die Keratinozyten aufgebracht werden.
Die Kultivierung erfolgt an der Luft-Medium-Grenze. Zum Anheben der Co-Kultur
werden Metallpodeste, Silikonkammern, verschiedene Filter oder Einsa¨tze in Multiwell-
Kulturgefa¨ßen benutzt [19].
Der Vorteil der ku¨nstlichen Matrix ist, dass verwendete Komponenten gut standardi-
sierbar sind. Es ist mo¨glich, mesenchymale Zellen (Fibroblasten) direkt in das dermale
A¨quivalent einzubringen. Variationen der Matrixkomponenten, des Mischverha¨ltnisses
und der mensenchymalen Zellen sind mo¨glich. Sowohl Zelltypen gleicher Spezies, als
auch die Kombination verschiedener Spezies bilden ein stratifiziertes und differenzier-
tes Epithel [19].
Zur Kultivierung von Keratinozyten in Co-Kulturen wird ein Basiskulturmedium (meist
DMEM) mit verschiedenen Supplementen verwendet [19]. Standardzusa¨tze sind fo¨tales
Ka¨lberserum, Choleratoxin, Hydrokortison, Ascorbinsa¨ure, Epidermal Growth Factor
(EGF), Adenin, Transferrin und Insulin. Fo¨tales Ka¨lberserum entha¨lt wichtige Be-
standteile der Zellna¨hrstoffe, die zur in vitro-Kultivierung no¨tig sind. Es ist reich an
Albumin und anderen Plasmaproteinen. Problematisch sind unbestimmte Mengen und
Zusammensetzung von Wachstumsfaktoren, welche starken Chargenschwankungen un-
terliegen ko¨nnen. Zur Stimulierung des Wachstums, Ausdifferenzierung und Verla¨nge-
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rung der Kultivierungszeit von Keratinozyten, wird dem Medium Choleratoxin zuge-
geben. Hydrokortison hat ebenfalls eine wachstumsteigernde Wirkung. Daru¨ber hinaus
stabilisiert Hydrokortison als Kollagenaseinhibitor die Matrix in Co-Kulturen [19]. EGF
wirkt durch Bindung an zellmembransta¨ndige EGF-Rezeptoren auf Keratinozyten und
anderen Zellen mitogen. Adenin soll das U¨berwuchern von Fibroblasten in Prima¨rkul-
turen verhindern und hat keinen hemmenden Effekt auf die Keratinozytenkultur. Die
Zugabe von Transferrin kann die Koloniegro¨ße um das Zweifache steigern [19]. Insulin
ist fu¨r die Glukoseaufnahme der Zelle no¨tig, allerdings fu¨hrt eine zu hohe Insulin-
konzentration zu einer zellscha¨digenden Abnahme des Glukosespiegels. Auch Kalzium
wirkt konzentrationsabha¨ngig verschieden auf die Keratinozytenpopulation. Niedrige
Konzentrationen (0,1 mMol/l) fo¨rdern die Basalzellproliferation, hohe Kalziumkonzen-
trationen (1,0 mMol/l) wirken wachstumshemmend und induzieren die Differenzierung
der Zellen. Ascorbinsa¨ure fo¨rdert ebenfalls die Differenzierung [19].
Die hohe Anzahl an Variationsmo¨glichkeiten in der Kombination und Konzentration
der Zusa¨tze und der verwendeten Matrixkomponenten gestaltet einen direkten Ergeb-
nisvergleich zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen auf diesem Gebiet schwierig.
2.2.2.2 Kultivierung der Keratinozyten auf de-epidermalisierter Dermis
(DED)
Verschiedene Ansa¨tze zur Kultivierung von epidermalen Zellen auf devitalisierter und
de-epidermalisierter Dermis (DED) als Matrix sind publiziert worden [115, 84].
Die Abto¨tung von zellularen Anteilen der Haut erfolgt durch zyklisches Einfrieren und
Auftauen, eventuell in Kombination mit Bestrahlung. Nach einer fu¨nfta¨gigen Inkuba-
tion des Hautstu¨cks in einem Ca2+- und Mg2+- freien Puffer kann die tote Epidermis
abgelo¨st werden [120]. Die entstandene DED kann nun mit ihrer natu¨rlichen Oberfla¨che
oder der Unterseite als Kultivierungsfla¨che dienen.
Im Kulturbeha¨ltnis wird die DED zuna¨chst (auf ein Metallpodest)
”
geliftet“ und dann
die Keratinozytensuspension aufgetragen. Um das Ablaufen der Zellsuspension zu ver-
hindern und die genaue Auftragungsfla¨che der Zellen auf der Dermis definieren zu
ko¨nnen, werden Metall- oder Plastikringe verwendet. Die Keratinozyten bilden unter
dieser Kultivierungsmethode eine mehrschichtige Epidermis.
Sowohl die Morphologie als auch das Differenzierungsmuster verschiedener Marker (Zy-
tokeratine, Lipide, Involukrin) weisen typische Eigenschaften der natu¨rlichen Epidermis
auf [120, 59, 19]. Untersuchungen haben gezeigt, dass in der DED trotz der Devitali-
sierung genu¨gend Wachstumsfaktoren gebunden sein mu¨ssen, die eine bestimmte Zeit
einen regulativen Einfluss auf die Epithelzellen ausu¨ben ko¨nnen [19]. Urspru¨nglich ver-
wendete lebende Dermis als Matrixunterlage erwies sich als ungeeignet, da Schweiß-
dru¨sen und Haarfollikel die Keratinozyten u¨berwucherten und eine Unterscheidung
zwischen Empfa¨nger- und Spenderzellen unmo¨glich machten [50].
Verschiedene Arbeitsgruppen verwendeten DED als Matrixkomponente zur Kultiver-
ung von epidermalen Zellen. Ponec beispielsweise zu¨chtet humane Keratinozyten auf
azellularer DED [115]. Schoop et al verwendet DED auf pra¨kultivierten Fibroblasten
als Matrixgrundlage fu¨r HaCaT-Zellen. Die Arbeitsgruppe Lee et al rekonstruiert eine
Epidermis auf de-epidermalisierter Dermis (RE-DED) und einer Kollagenmatrix, die
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Fibroblasten entha¨lt [84].
2.3 Die Extrazellulare Matrix (EZM)
Die EZM besteht speziesu¨bergreifend hauptsa¨chlich aus vier Arten von Makromo-
leku¨len: Kollag, Elastin, Proteoglykan und Glykoprotein [80]. Die beiden letzteren fu¨llen
das Interstitium zwischen den Zellwa¨nden, wogegen Kollagen und Elastin das fibrino¨se
Bindegewebe bilden. Das fibrilla¨re Netzwerk ist eine Diffusionsbarriere und gibt dem
Gewebe seine mechanischen und elastischen Eigenschaften. Neben strukturellen Funk-
tionen reguliert die EZM Zelldifferenzierung und Proliferation durch matrixassoziier-
te Wachstumsfaktoren und Rezeptormoleku¨le (Integrine) [19]. Die EZM bindet WF,
beispielsweise TGFβ, Fibroblasts Growth Factor (FGF) und Tumor necrosis factorα
(TNFα), zur Speicherung dieser Signalmoleku¨le. Damit kann eine eventuell ausbleiben-
de Proteinsynthese u¨berbru¨ckt oder Signale zeitlich versetzt weitergegeben werden. Die
meisten WF binden an das Glykoprotein Heparansulfat. Durch enzymatische Abspal-
tung, mittels Heparanasen und anderen extrazellularen Proteinasen oder Aktivierung
aus der latenten Form (TGFβ), ist die schnelle Verfu¨gbarkeit der Faktoren mo¨glich
[92]. Die Zell-Matrix-Interaktionen von Integrinen binden EZM-Moleku¨le direkt an das
Zytoskelett der Zellen zu fokalen Komplexen. Diese fokalen Adha¨sionen werden als
Schaltstelle zwischen Integrin- und Wachstumsfaktor-Signaltransduktionsweg mit der
Mo¨glichkeit der gegenseitigen Repopulierung interpretiert [114].
Kollagen als Hauptkomponente der EZM wurde lange Zeit nur passive Stu¨tzfunktion
zugedacht. Inzwischen sind noch andere physiologische Aufgaben, wie z.B. Zelladha¨sion
und Chemotaxis nachgewiesen [19]. Bisher sind 18 verschiedene Kollagene indentifiziert
[27]. In der Haut kommt bevorzugt Kollagen Typ I und in kleinen Mengen Kollagen
Typ III vor [27]. Hautfibroblasten produzieren Kollagen Typ I und Typ III im Verha¨lt-
nis 5:1 [52]. In der Basalmembran sorgt Kollagen Typ IV fu¨r die mechanische Integrita¨t
und Stabilita¨t. Kollagen Typ I ist im Bindegewebe quantitativ am sta¨rksten vertreten
und verbindet sich in der Haut wie Typ IV zu einem offenen Netz [53].
2.4 Humane adulte Keratinozyten-Zelllinie
(HaCaT)
Die spontan transformierte Zelllinie entstammt einem Prima¨rexplantat, das bei chir-
urgischer Entfernung eines Melanoms der peripheren, normalen Ru¨ckenhaut des Spen-
ders entnommenen wurde [18]. Die Bezeichnung
”
HaCaT“ benennt ihren Ursprung
von humanen, adulten Keratinozyten und die anfa¨nglichen Kulturbedingungen, bei
niedrigem Ca2+-Gehalt (0,2 mM) und erho¨hter Temperatur (38,5 ◦C) [18]. Sie ent-
wickelte sich spontan aus einer Langzeitkultur dieser humanen Keratinozyten [18].
Ab der 10. Passage waren die HaCaT-Zellen vollsta¨ndig unempfindlich gegenu¨ber
Ca2+-Konzentrationserho¨hungen (1,4 mM) und der Temperatursenkung auf 37 ◦C.
Klonbildungs-Effektivita¨t und Wachstumrate waren unbeeintra¨chtigt und vera¨nderten
sich auch in nachfolgenden Populationen nicht signifikant. Die Zelllinie gilt fu¨r mehr
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als 140 Passagen als immortal. Ihre Stammlinie ist heteroploid, sie ist auf festem und
halbfestem Untergrund klonbildend und zeigt in vitro einen transformierten Pha¨notyp;
die Zelllinie ist jedoch weder kanzerogen noch invasiv. Dies wurde durch subkutane
Injektionen und mit sensibleren Transplantationuntersuchungen bis zur 100. Passage
u¨berpru¨ft [18].
Da man generell davon ausgeht, dass spontane Immortalisierung in humanen Zellen
nicht vorkommt, wurde das DNA-Fingerprintmuster bestimmt, um eine Kreuzkonta-
mination mit anderen humanen Zelllinien auszuschließen und die Identita¨t mit dem
Spender sicherzustellen. Trotz beschriebener zytogenetischen Vera¨nderungen wa¨hrend
verla¨ngerter Kultivierung der HaCaT-Zelllinie und vielen strukturellen chromosomalen
Vera¨nderungen, waren die DNA-Fingerprintmuster bei Untersuchungen von Boukamp
et al [18] mit hypervariablen Minisatellit-Sonden der 6.-76. Passage grundlegend u¨ber-
einstimmend und zu einem hohen Grad mit der DNA-Probe des Spenders identisch.
Mykoplasmen und Humanes Papilloma Virus (HPV) sowie SV40 large T-Antigen konn-
ten in HaCaT-Zellen nicht nachgewiesen werden [18].
Die Verwendung der etablierten, immortalisierten, humanen Keratinozyten-Zelllinie
HaCaT hat viele Vorzu¨ge. Der entscheidende Vorteil dieser kontinuierlichen Zelllinien
ist die unbegrenzte Lebensdauer. Durch passagieren der Zelllinie und die Mo¨glich-
keit der Kryokonservierung wird ein unlimitiertes Reservoir an Zellen verfu¨gbar. Das
gewa¨hrleistet eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie Kontinuita¨t und Ver-
gleichbarkeit der Untersuchungen.
Die humane, immortale Zelllinie HaCaT hat trotz der Vera¨nderungen des genetischen
Erbguts ihre Fa¨higkeit zur epidermalen Differenzierung und Gewebeorganisation nicht
irreversibel verloren [137]. Sie bildet nach Transplantation eine weitgehend gut struktu-
rierte Epidermis mit einem hohen Differenzierungsgrad der Zellen [18]. HaCaTs ko¨nnen
ein breites Spektrum an Keratinen, wie in Abschnitt 2.15.2 ausfu¨hrlicher besprochen,
und andere Differenzierungmarkern bilden und gro¨ßtenteils ihre regula¨re Expression
induzieren [137]. Allerdings kann die Transformation einer Zelllinie natu¨rlich vorhan-
dene Funktionen von normalen Keratinozyten beeinflussen oder vera¨ndern. Wie unter
Abschnitt 2.15.2 genauer beschrieben, besta¨tigten beispielsweise irregula¨re Zytokerati-
nexpressionen im mehrschichtigen HaCaT-Epithel diesen Nachteil der Zelltransforma-
tion.
Zudem weisen sowohl luftexponierte HaCaT-Kulturen [15] als auch HaCaT-Transplan-
tate [21] deutliche Differenzen in Bezug auf die Zusammensetzung und Mengenanteile
der abgesonderten Lipide auf. Dies wiederum deutet auf eine Fettstoffwechselsto¨rung
in HaCaT-Zellen hin.
2.5 Zellulare Interaktionen von Epithelzellen und
Fibroblasten
In epithelialen Geweben entstehen Wechselwirkungen zwischen Epithelzellen und Fi-
broblasten. Es ko¨nnen direkte Interaktionen (Zell-Zell-Kontakt, gap-junctions) und
indirekte (lo¨sliche Wachstumsfaktoren) stattfinden. Fibroblasten wirken auf das epi-
theliale Wachstum und das Differenzierungsmuster regulierend. Studien konnten an
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Keratinozyten-Fibroblasten-Co-Kulturen nachweisen, dass prima¨re, proliferierende Fi-
broblasten, unter einer poro¨sen Membran kultiviert oder in einer Kollagenmatrix ein-
gebettet, das Keratinozytenwachstum und deren Differenzierung u¨ber lo¨sliche Wachs-
tumsfaktoren fo¨rdern. Dabei ist der von Fibroblasten synthetisierte KGF nicht aus-
schließlich fu¨r die Stimulation verantwortlich [19]. Es ist vielmehr ein Netzwerk von
bisher nicht aufgekla¨rten Faktoren, welches das epitheliale Wachstum und die Diffe-
renzierung organisieren.
2.6 Zytokine
Sowohl in vivo als auch in vitro wird die epithelial-mesenchymale Kommunikation durch
Zellmembran-assoziierte Moleku¨le, die Extrazellularmatrix und lo¨sliche Faktoren ver-
mittelt. Die letzteren sind lo¨sliche Proteine, man bezeichnet sie als Zytokine [57].
Wachstumsfaktoren (WF) sind eine Untergruppe der Zytokine. Es sind Polypeptide,
welche in ihrem chemischen Aufbau untereinander oft große A¨hnlichkeiten aufweisen
[32]. Je nach Sequenzhomologien und charakteristischen Eigenschaften werden die WF
derzeit in 11 Familien eingeteilt [19]. Eine Vielzahl verschiedener Zellen produzieren
WF. Sie entfalten ihre Wirkung in der Regel durch Bindung an spezifische Oberfla¨chen-
rezeptoren.
Nach Bildung des WF-Rezeptor-Komplexes reagiert die aktivierte Zelle u¨ber eine in-
trazellulare Signalkaskade. So werden u.a. die Mitose, Transformation, Chemotaxis be-
stimmter Zellsysteme, Proteinsynthese, Zellmotilita¨t und Proliferation beeinflusst. Sie
sind mehrheitlich wundheilungsfo¨rdernd, viele von ihnen weisen onkogene Potenzen auf
[32]. Nicht an die Zielzelle gebundene WF wirken in nanomolaren Konzentrationen als
molekulare Signale auf ihre na¨chste Umgebung oder regulieren als Mediatoren verschie-
dene biologische Vorga¨nge [32].
Nach ihrer bevorzugten Aktivita¨t werden WF weiterhin eingeteilt in [32]
- epithelbildende Faktoren, z.B. Epidermal Growth Factor (EGF), Keratinocyte
Growth Factor (KGF)
- bindegewebsbildende Faktoren, z.B. Fibroblasts Growth Factor (FGF), Transfor-
ming Growth Factor β (TGFβ)
- angiogenetischer Faktoren, z.B. Vascular endothelial Growth Factor (VEGF))
- thrombozyta¨re, z.B. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
- osteogenetische Faktoren, z.B. Bone Morphogenic Proteins (BMP)
2.7 Wundheilung
Die kutane Wundheilung ist ein komplexes Geschehen zellularer, molekularer, physi-
kalischer und biochemischer Ereignisse. Ihre Einteilung erfolgt in die drei klassischen
Hauptphasen: Inflammation, Proliferation und Reparation [32].
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Fu¨r den ungesto¨rten Ablauf der Gewebereparation sind Wachstumsfaktoren von essen-
tieller Bedeutung. Fu¨r die bestmo¨gliche Wiederherstellung von Funktion und Morpho-
logie des verletzten Gewebes ist ein gut koordiniertes Zusammenspiel einzelner Faktoren
unabdingbar. Dieser Regelmechanismus ist bei der sekunda¨ren Wundheilung sowie in
chronischen Wunden gesto¨rt [83].
Im folgenden wird auf die Rolle der verschiedenen WF in der Wundheilung na¨her ein-
gegangen.
2.7.1 Wundheilung mit Thrombozytenaktivierung
Bei Gewebeverletzungen kommt es in der Regel zur La¨sion von Blutgefa¨ßen und Extra-
vasation von Blutbestandteilen. Dabei sind Thrombozyten von zentraler Bedeutung.
Sie initiieren die Blutgerinnung und schu¨tten durch Degranulation ihrer α-Granula ho-
he Konzentrationen von Wachstumsfaktoren in die Wunde aus. α-Granula enthalten
TGFα, FGF-2, Platelet-Derived Endothelial Cell Growth Factor (PDECGF) und vor
allem PDGF und TGFβ. Unter diesen WF scheint PDGF der wesentlichste Initiator
der Wundheilungskaskade zu sein [83]. Er aktiviert Makrophagen und Fibroblasten, die
ihrerseits Wachstumsfaktoren sezernieren und die Reparation bewirken.
Das Ziel der Blutgerinnung ist die Abdichtung des Defekts durch Bildung eines Fi-
brinthrombus. Fibrin bildet ein Netz fu¨r die Migration von Entzu¨ndungszellen sowie
mesenchymalen, epithelialen und endothelialen Zellen. Fibrin stimuliert ebenfalls die
Angiogenese [83]. Aus dem Serum und von aggregierten Thrombozyten stammendes
Fibronektin u¨berzieht das Fibrin und ermo¨glicht damit das Haften wandernder Zellen
auf dem Fibrinnetz. Fibronektin wird von Fibroblasten und epithelialen Zellen pro-
duziert und stellt eine enorm wichtige Komponente der fru¨hen Martix und der reifen
Dermis dar [83]. Fibrin und Fibronektin binden verschiedene Zytokine, die zum Verlet-
zungszeitpunkt freigesetzt wurden und bilden ein Faktorenreservoir, welches fu¨r spa¨tere
Heilungsstadien entscheidend ist.
2.7.2 Wundheilung ohne Thrombozytenaktivierung
Die Reparation des Wundgewebes kann auch ohne Thrombozytenaktivierung erfolgen.
Bakterielle Produkte, verschiedene Wachstumsfaktoren (PDGF, TNFα) und Abbau-
produkte etc. locken neutrophile Granulozyten chemotaktisch an. Diese wandern in
die Wunde ein, bauen Detritus, Fremdko¨rper und Bakterien ab und werden anschlie-
ßend von Makrophagen phagozytiert. Neutrophile Granulozyten sezernieren wiederum
proinflammatorische Zytokine, welche die ersten Signale zur Aktivierung von lokalen
Keratinozyten und Fibroblasten darstellen. Unter anderem regen fragmentiertes Kolla-
gen, Fibronektin und TGFβ die Migration der Makrophagen an. Makrophagen sind als
prima¨re Zytokinquelle fu¨r eine normale Wundheilung enorm wichtig. Sie produzieren
PDGF, VEGF, TGFα, TGFβ, Insulin Growth Factor I (IGF-I), TNFα, Interleukin
1 (IL1) und FGF und fo¨rdern die verschiedenen Heilungsprozesse. PDGF und TGFβ
fo¨rdern insbesondere die mitotische und matrix-synthetisierende Aktivita¨t von Fibro-
blasten [32].
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2.7.3 Mesenchymale Zellmigration und Proliferation
Zwischen dem zweiten und vierten Tag der Reparation u¨berwiegen Chemotaxis, Mi-
gration und Proliferation mesenchymaler Zellen, Angiogenese und Reepithelisierung.
Fibroblasten von umgebendem, unbescha¨digtem Gewebe wandern unter dem Einfluß
chemotaktischer Anziehung durch Zytokine und anderer Faktoren in die provisorische
Matrix ein. Obwohl die Zytokine meistens Entzu¨ndungszellen entstammen, ko¨nnen
auch Fibroblasten gro¨ßere Mengen dieser Faktoren produzieren. Mo¨glicherweise ge-
ben Fibroblasten selbst chemotaktische Zytokine ab, womit sie ihre eigene Migration
fo¨rdern [83]. Die Fortbewegung der Zellen in der Matrix wird ermo¨glicht durch ihre
Fa¨higkeit, sich an die Liganden Fibrin, Fibronektin, Vitronektin binden und von ihnen
lo¨sen zu ko¨nnen. Die Bindung geschieht u¨ber Zellmembranrezeptoren der Integrinfa-
milie. PDGF und TGFβ regulieren die Integrinexpression in Fibroblasten hoch [83].
Gleichzeitig stimuliert TGFβ die Sekretion proteolytischer Proteine durch Fibrobla-
sten. Der enzymatischen Abbau dieser Porteine erleichtert zusa¨tzlich die Zellmigration
durch die Matrix [83]. Zwischen dem dritten und fu¨nften Tag sind die Fibroblasten in
die Wunde eingewandert und bilden nun die vorherrschende Zellart im Wundgewebe
[83]. Sie beginnen mit der Synthese von Kollagen, Fibronektin und Proteoglykan, die
meist weitere zwei bis vier Wochen anha¨lt. Unter den WF ist TGFβ der potenteste Sti-
mulus der Kollagensynthese, da er gleichzeitig die Proteaseaktivita¨t vermindern kann.
Weiterhin fo¨rdern EGF, FGF und PDGF die Kollagenproduktion [83].
2.7.4 Neoangiogenese
Zur Initiation der Angiogenese sind FGF1 und FGF2 die wichtigsten WF, jedoch sind
VEGF, TGFβ und viele andere WF (PDECGF, EGF, TGFα) ebenfalls bedeutende
Mediatoren. Niedrige O2-Werte, ein hoher Laktatspiegel und ein saurer pH-Wert im
Gewebe induzieren deren Freisetzung u.a. durch aktivierte Makrophagen, Endothelzel-
len und epidermale Zellen [83, 32].
Man nimmt an, dass die das Zellwachstum nicht direkt beeinflussenden WF sich auf
die Reifung des vaskula¨ren Systems positiv auswirken [83]. Beispielsweise wird ver-
mutet, dass TGFβ das Wachstum endothelialer Zellen nur nach ihrer pha¨notypischen
Vera¨nderung zu einer eher gebogenen Form stimuliert. Zudem werden die WF ho¨chst-
wahrscheinlich zeitlich versetzt ausgeschu¨ttet [32].
Am Tag der Verletzung initiiert bFGF die Angiogenese und wird ab dem vierten Tagen
von VEGF abgelo¨st. Unter VEGF kommt es zur Transformation von Fibroblasten zu
Endothelzellen und Formation von Kapillaren. Nach Fu¨llung der Wunde mit Granulati-
onsgewebe endet der Prozess der Angiogenese. Viele Gefa¨ße werden durch apoptotische
Vorga¨nge wieder zuru¨ckgebildet. Es entsteht ein gefa¨ßarmes Narbengewebe [83].
2.7.5 Reepithelisation
Reepithelisation stellt eine Sequenz von zellularen Ereignissen dar, welche unmittelbar
nach Verwundung beginnen. Dazu geho¨ren das Ablo¨sen der Zellen, Migration, Prolife-
ration und Differenzierung [73].
Unter dem Einfluss von KGF machen Keratinozyten eine Metamorphose durch [32].
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Zuna¨chst verdickt sich das Str. Basale am Wundrand. Randzellen dehnen sich aus und
lo¨sen sich nach Auflo¨sen der Desmosomen aus dem Zellverband. Desweiteren bilden epi-
dermale Zellen Aktinfilamente und expremieren verschiedene Integrine (Fibronektin-
Rezeptor, etc.) zur besseren Fortbewegung. Sie wandern bevorzugt als Monolayer, in
der so genannten
”
leapfrog fashion“ (Bockspringen), in Richtung Wunde [83]. Sobald
wandernde epidermale Zellen auf Migrationszellen des gegenu¨berliegenden Wundrandes
treffen, stellen sie ihre Migration aufgrund von Kontaktinhibition ein. Die Keratino-
zyten differenzieren sich zu basalzella¨hnlichen Keratinozyten, bilden Desmosomen fu¨r
interzellulare Kontakte und eine neue Basalmembran. Ein bis zwei Tage spa¨ter veran-
lassen vermutlich KGF und TGFα die Zellteilung der Keratinozyten. Die Proliferation
ha¨lt solange an, bis eine vielschichtige Epidermis gebildet ist. Nachfolgend keratinisie-
ren die oberfla¨chlichen Zellen. An diesen Prozessen sind außer KGF und TGFα, EGF,
Heparinbinding EGF (HB-EGF) und bFGF beteiligt. TGFβ kann zwar die Migration
von epidermalen Zellen steigern, aber nicht deren Proliferation [83, 32].
2.7.6 Wundkontraktion und Narbenbildung
Unter dem Einfluss von Matrixproteinen, PDGF, FGF, TGFβ1 und TGFβ2 ko¨nnen
Fibroblasten im Verlauf der zweitenWoche zu Myofibroblasten mutieren. TGFβ scheint
als Mediator der Wundkontraktion die Kollagennetzkontraktion zu stimulieren [83].
Mit steigender Anzahl von Myofibroblasten nimmt die Menge an Fibronektin und die
Wundkontraktion zu. Die Kontraktion der Wunde beginnt schon am vierten Tag und
kann bei prima¨rer Wundheilung fu¨r weitere 12-15 Tage anhalten [83]. Im weiteren
Verlauf der Narbenentstehung nimmt der Gehalt an Kollagen innerhalb der Wunde
sta¨ndig ab. Kollagenolytische Enzyme, Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s) bauen das
Kollagen ab. MMP’s werden von Makrophagen, epithelialen und endothelialen Zellen
sowie Fibroblasten sezerniert. Die Interaktionen von MMP’s und deren Inhibitoren sind
fu¨r die Qualita¨t des Narbengewebes entscheidend [32].
2.8 Das kutane Strahlensyndrom
Die durch ionisierende Strahlung ausgelo¨sten pathophysiologischen Vorga¨nge und klini-
schen Symptome in der Haut, an sichtbaren Schleimha¨uten und ihren Anhangsgebilden
werden in ihrer Gesamtheit als kutanes Strahlensyndrom bezeichnet [112, 56].
2.8.1 Stadien der kutanen Strahlenreaktion
Kennzeichnend ist ein phasenhafter Verlauf der Strahlenreaktion. Die Reihenfolge der
einzelnen Phasen ist nach Gottlo¨ber [56] gesetzma¨ßig. Ihre Auspra¨gung und Dauer wird
von Strahlendosis, Strahlenqualita¨t und der individuellen Empfindlichkeit bestimmt
[56]. Durch die
”
2nd Consensus Conference on Diagnosis and Treatment of Radiation
Injuries“ erfolgte 1993 eine erneuerte internationale Definition und Einteilung der ku-
tanen Strahlenreaktion [56].
Sie wird in folgende Stadien unterteilt:
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• Prodromalstadium
• Manifestationstadium
• subakutes Stadium
• chronisches Stadium
• Spa¨tstadium
Wa¨hrend des Prodromalstadiums ist ein voru¨bergehendes Erythem charakteristisch,
eventuell verbunden mit Juckreiz und Brennen.
Kennzeichnend fu¨r das Manifestationsstadium sind klar begrenzte Erytheme an den
betroffenen Ko¨rperregionen, meistens o¨demato¨s verdickt. Bei schwerem Krankheitsver-
lauf ko¨nnen unmittelbar subepidermale oder ha¨morrhagische Blasen auftreten. Weitere
mo¨gliche Symptome sind sterile Pusteln an Handinnenfla¨chen und Fußsohlen, die als
Spannungsblasen in Erscheinung treten, sowie akute Strahlenulzera. Strahlenulzera sind
scharf begrenzte demarkierte Nekrosezonen, entweder von einer ischa¨mischen Randzo-
ne oder einem entzu¨ndlichen Erythem umgeben [56].
Histopathologische Vera¨nderungen in der akuten Phase zeigen sich zuna¨chst durch An-
zeichen des Zelluntergangs, es werden Gefa¨ßalterationen sichtbar. Anschließend findet
eine Infiltration von Entzu¨ndungszellen im Gewebe statt, vor allem eosinophile und
neutrophile Granulozyten [56].
Das subakute Stadium zeigt hauptsa¨chlich livide Erytheme. Ha¨ufig sind sie von Ulze-
ration im vermeintlich unbescha¨digten Gewebe begleitet. Blasenbildungen ist weniger
ha¨ufig anzutreffen. Am histologische Schnitt sind die Merkmale der Strahlenvaskulo-
pathie und ha¨ufig eine fru¨hzeitige Kollagenbildung feststellbar.
Die chronische Phase manifestiert sich klinisch als diffuse Atrophie der Haut mit Hypo-
und Hyperpigmentierungen, Erythemen, Teleangiektasien, Keratosen sowie dermale
bzw. subkutane entzu¨ndliche Fibrosen und Ulzera. Histologische Vera¨nderungen sind
epidermale Atrophien, Gefa¨ßerweiterungen, lymphozyta¨re Infiltrate, Hyperkeratosen
und eine Vermehrung des kollagenen Bindegewebes, welches gequollen erscheint.
Ulzera, Teleangiektasien und Neoplasien mit langen Latenzzeiten (Jahrzehnte) sind
Symptome des Spa¨tstadiums. Auftretende Tumore sind Karzinome, Sarkome, Angio-
me und Basalzellkarzinome [56].
2.8.2 Pathologie der Strahlenreaktion im Normalgewebe
Erste Anzeichen der Strahlenreaktion sind Scha¨den an der Endstrombahn des Blut-
gefa¨ßsystems. In Studien wurde eine erho¨hte Permeabilita¨t bei kleinen Blutgefa¨ßen
und der endothelialen Auskleidung gro¨ßerer Gefa¨ße nachgewiesen [22]. Als verursa-
chender Prozess wird die Depolymerisation der mukopolysacchariden Kittsubstanz des
Endothels und die Scha¨digung der Endothelzellen durch Freisetzung von vasoaktiven
Aminen, Histamin und Serotonin angenommen [8]. Es folgt eine O¨dematisierung der
Gefa¨ßwa¨nde und des Extrazellularraums nach Transudation von Plasmabestandtei-
len ins Gewebe. Das Exsudat und die A¨nderungen des extrazellularen Milieus wir-
ken als Mediatoren fu¨r Entzu¨ndungszellen. Die Endothelzellen reagieren darauf mit
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einer irregula¨ren Proliferation. Die neugebildeten Blutgefa¨ße besitzen einen anorma-
len Durchmesser sowie eine unregelma¨ßige Form und sind nur bedingt funktionsfa¨hig.
Der fibrino¨se Ersatz der gescha¨digten Gefa¨ßwa¨nde erho¨ht die histochemische Barriere
und bedingt eine Mangelversorgung betroffener Organ- bzw. Gewebestrukturen. Dar-
aus ergeben sich die so genannten Spa¨treaktionen im Gewebe, welche mit Fibrose,
Gewebeatrophie, Ulzeration, Obsoleszenz und Teleangiektasie der Endstrombahn ein-
hergehen [8].
2.9 Transforming Growth Factor-β (TGFβ)
TGFβ konnte erstmals in von Retroviren transformierten Zellen nachgewiesen werden
und heißt deshalb Transforming Growth Factor [124]. Als pluripotenter WF kommt
TGFβ in beinahe allen Geweben und Zellen vor [16, 111].
Die TGFβ-Superfamilie besteht derzeit aus u¨ber 30 Faktoren. Die Unterteilung erfolgt
in die Inhibin/Aktivin-Familie, die Mu¨llerian-Inhibiting-Substance (MIS)-Familie und
die Bone Morphogenic Proteins (BMP)-Familie, sowie die DVR-Gruppe (decapentaple-
gic (dpp) und VG1 verwandte Moleku¨le) [124, 19, 111].
Bisher sind fu¨nf TGFβ-Gene identifiziert und als TGFβ1 bis TGFβ5 bezeichnet wor-
den. TGFβ1-3 sind Isoformen der Sa¨ugetiere. Sie weisen Aminosa¨urehomologien von
70-80% auf [55]. Diese Isoformen werden von fast allen kernhaltigen Zellen syntheti-
siert. Hauptbildungsort sind Thrombozyten und Knochenzellen. Auch Makrophagen,
Fibroblasten und Epithelzellen bilden den WF [66].
Faktoren der TGFβ-Familie werden als Propeptide synthetisiert und sezerniert. Die
Moleku¨le ko¨nnen in drei Regionen unterteilt werden: die 5’N-terminale Signalsequenz,
die Prodoma¨ne und die reife Protein-3’C-Doma¨ne [111]. Die Familienmitglieder ko¨nnen
in allen drei Regionen Variationen aufweisen. Die reifen Proteindoma¨nen der TGFβ-
Isoformen bilden aus zwei Aminosa¨urenketten Homodimere, gelegentlich Heterodimere
[111]. Im Vergleich zu Vorla¨uferregionen weisen die
”
reifen“ Regionen der einzelnen
TGFβ-Isoformen ho¨here Homologien auf. Allen Faktoren der Superfamilie ist ihre di-
mere Moleku¨lstruktur der aktiven Form gemein [124, 19].
TGFβ wird als ein inaktives (latentes) Signalmoleku¨l freigesetzt. Zellen synthetisieren
zwei verschiedene latente TGFβ-Formen, den so genannten kleinen latenten Komplex
(
”
small latent complex“) und den großen latenten Komplex (
”
large latent complex“).
Den kleinen latenten Komplex bilden ein TGFβ-Homodimer und das Latency Associa-
ted Peptide (LAP). Das vorla¨ufig assoziierte LAP wird nicht kovalent an das TGFβ-
Homodimer gebunden [16]. Zusa¨tzlich kann der kleine latente Komplex (TGFβ plus
LAP) ein weiteres Protein von unterschiedlicher Gro¨ße kovalent binden, das Latente-
TGFβ-Bindungsprotein (LTBP). LTBP und der kleine latente Komplex bilden dann
zusammen den großen latenten Komplex. Dieser ist die bevorzugt sezernierte Form.
Durch das LTBP kann TGFβ, bzw. der kleine latente Komplex, in der Matrix gespei-
chert werden [16].
Um biologisch aktiv zu werden und an Rezeptoren binden zu ko¨nnen, mu¨ssen zuna¨chst
beide Proteine, LTBP und LAP, entfernt und das reife TGFβ freigesetzt werden. Die
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Abspaltung der Proteine sowie deren Aktivierung erfolgt durch die Protease Plasmin
[92] oder Thrombospondin-1 [105], bzw. durch den niedrigen pH-Wert im Wunden-
gewebe. Ein weiteres Charakteristikum, das nahezu alle aktiven Familienmitglieder
besitzen, ist eine konstante C-terminale Struktur, bestehend aus sieben Cysteinresten,
von welchen sechs einen rigiden Cysteinknoten bilden [111]. In ihm verbinden je zwei
aktive TGFβ-Dimere ihre vier Aminosa¨urenketten u¨ber Disulfidbru¨cken [138]. Diese
Besonderheit ko¨nnte die große Resistenz des Wachstumsfaktors gegenu¨ber extremen
pH-Bedingungen, Hitze und Denaturierung erkla¨ren [77].
2.9.1 TGFβ als multifunktionaler WF
TGFβ’s sind potente parakrin und autokrin wirkende Regulatoren von Zellwachstum,
Differenzierung, Morphogenese, Adha¨sion, Angiogenese, Immunantwort, Chemotaxis
und Apoptose. Ferner induzieren sie die Produktion von Extrazellularmatrix (EZM)
und wirken auf deren Formation [16, 55, 109]. Zudem stimuliert TGFβ in epithelialen
und mesenchymalen Zellen (Fibroblasten) die Synthese von Integrinen und ist in seiner
aktiven Form fu¨r neutrophile Zellen und Makrophagen chemotaktisch [49, 111]. Zwei
biologische Hauptfunktionen von TGFβ sind die Induktion der Produktion der EZM
und deren Formation sowie die Wachstumshemmung vieler Zellarten ektodermalen Ur-
sprungs (Keratinozyten, Lymphozyten, Endothelzellen und Makrophagen) [12, 16]. Die
Proliferation von Fibroblasten dagegen stimuliert TGFβ parakrin via Induktion von
PDGF [55]. TGFβ1 fo¨rdert die Produktion von Kollagen und Fibronektin. Gleichzeitig
hemmt TGFβ1 die Induktion von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) mit Hilfe ihrer
Gegenspieler, den MMP-Inhibitoren (Tissue Inhibitors of Metalloproteinase (TIMP)).
Zusa¨tzlich unterstu¨tzt TGFβ die Kollagenreifung [16, 38, 28, 14].
Im Wundheilungsprozess ermo¨glicht TGFβ1 nicht nur die Migration von Monozy-
ten, Neutrophilen, Makrophagen und Fibroblasten, sondern spielt auch eine Rolle bei
der Bildung des Granulationsgewebes [168]. Migrationskeratinozyten regulieren ihre
TGFβ1 Expression hoch [67]. Es wird angenommen, dass TGFβ1 und TGFβ2 prima¨r
fu¨r exzessive Narbenbildung verantwortlich sind, wa¨hrend TGFβ3 als natu¨rlicher Ant-
agonist die zwei anderen Isoformen herunter reguliert und vermutlich eine hemmende
Funktion auf die Narbenbildung hat [79, 111]. Das relative Verha¨ltnis der TGFβ Isofor-
men zueinander in der fru¨hen Wundheilungsphase ist fu¨r eine begrenzte Narbenbildung
ausschlaggebend [111]. Niedrige Dosen von TGFβ verbessern die Wundheilung. Hohe
Dosen resultieren in einer signifikanten Wundheilungshemmung ohne eine verminderte
Kollagenexpression aufzuweisen [14].
Die TGFβ-Immunoreaktivita¨t und Mastzellhyperplasie im Bindegewebe werden glei-
chermaßen fu¨r die spontane und spa¨te Reaktion des enteralen Normalgewebes nach Be-
strahlung verantwortlich gemacht [127]. Auch in der normaler Haut und im subkutanen
Gewebe konnte beobachtet werden, dass die Co-Expression von TNFα und TGFβ1 an
der akuten Strahlenreaktion beteiligt ist [153]. ELISA-Untersuchungen des Kulturme-
diums nach subkonfluenter Bestrahlung von Lungenfibroblasten (Ratte) konnten nach
einer Einzeldosis von 4 Gy eine Erho¨hung der TGFβ-Spiegels um 60% nachweisen. Man
vermutet, dass TGFβ1 eine wichtige Funktion bei der Auslo¨sung der strahlenbeding-
ten Hemmung von Zellproliferation und Induzierung der terminalen Differenzierung
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von Ratten-Lungenfibroblasten u¨bernimmt [64]. Verschiedene Theorien vermuten nach
Strahlenexposition die Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Entzu¨ndungs-
zellen, welche die TGFβ-Produktion in der humanen Haut auslo¨st [66]. Andere Theo-
rien gehen davon aus, dass ionisierende Strahlung direkt die Genexpression von fibro-
genen Zytokinen (TGFβ) via Induktion von AP-1 stimuliert [125].
Eine Pra¨medikation mit verschiedenen Zytokinen (IL1, TNFα) konnten Ma¨use vor
lethalen ha¨matopoetischen Scha¨den, verursacht durch ionisierende Strahlung schu¨tzen
[109]. Die Gabe von TGFβ dagegen sensibilisiert Ma¨use fu¨r radioaktive Scha¨den. TGFβ
hemmt den Zellzyklus ha¨matopoetischer Vorga¨ngerzellen und erho¨ht deren Apoptose.
2.9.1.1 Immunhistochemischer Nachweis des TGFβ3-Proteins in normaler
und verwundeter Haut
In normaler humaner Haut ist TGFβ3 in allen epidermalen Lagen, außer im Str. cor-
neum, zu finden. Auch dermale Fibroblasten expremieren TGFβ3 [55].
In akuten Brandwunden und chronischen Ulkuswunden kann in Keratinozyten und
Fibroblasten keine deutliche Expressionssteigerung von TGFβ3 m-RNA festgestellt
werden [111].
2.9.1.2 Nachweis des TGFβ1-Proteins in der Wundflu¨ssigkeit
Die Wundflu¨ssigkeit kutaner, humaner Wunden wurde auf TGFβ1 mittels Sandwich-
ELISA untersucht [152]. Nach sieben Tagen waren die Wunden makroskopisch verheilt
und hatten nach 11 Tagen ihre Barrierefunktion rekonstruiert. Der endogene TGFβ1-
Proteingehalt war von einem hohen initialen Peak (nach 24 h) gekennzeichnet. Am
Zeitpunkt der Heilung (6. Tag) sank der TGFβ1-Gehalt zuna¨chst auf die Basiskonzen-
tration ab und war am 8. Tag wieder u¨ber den Ausgangswert (24 h) angestiegen. Im
Wundheilungsverlauf erreichte die TGFβ1-Konzentration der Wundflu¨ssigkeit nie den
Serumspiegel [152].
2.10 Der TGFβ-Rezeptor (TGFβR)
TGFβ bindet an die drei TGFβ-Rezeptoren Typ I, II und III. Rezeptor Typ I und II
sind transmembrane, signalu¨bertragende Serin/Threonin-Kinasen [111]. Der konstant
aktive Typ II-Rezeptor formiert nach der Ligandenbindung mit dem Typ I-Rezeptor
einen heterotetrameren Komplex. Dabei wird Rezeptor Typ I durch Phosphorylierung
aktiviert und die Weiterleitung der Signalkaskade ausgelo¨st. Als na¨chstes aktiviert der
Typ I-Rezeptor Transkriptionsfaktoren, die so genannten Smad-Proteine. Sie stellen
eine direkte Verbindung von dem aktivierten Rezeptor zum regulierenden Gen dar.
Smad-Proteine wandern in den Zellkern, um dort die Transkription der Zielgene zu re-
gulieren. Es sind drei Gruppen dieser Proteine beschrieben worden, die R-Smads (Re-
ceptor regulated, R-Smad1, -2, -3, -5, -8), Co-Smad (Common mediator, Co-Smad4)
und I-Smads (Inhibitory, I-Smad6, -7) [141, 103].
Allerdings kann die Zelle auch ohne Beteiligung von Smad-Proteinen Signale weiterlei-
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ten. Studien haben bei der Ligandenbindung von TGFβ-Rezeptoren die Aktivierung
von Smad-unabha¨ngigen Signaltransduktionswegen nachgewiesen [141, 103].
2.10.1 Endoglin (CD 105)
Endoglin ist ein Mitglied der nicht signalu¨bertragenden TGFβ-Rezeptor-Familie. Es
ist ein homodimeres, transmembranes Glykoprotein vom Typ I [46, 113]. Fu¨r den si-
gnalu¨bertragenden TGFβR-Komplex stellt Endoglin eine Art Hilfskomponente dar.
Gemeinsam mit Betaglycan, einer weiteren Komponente des TGFβR-Komplexes, be-
zeichnet man Endoglin auch als TGFβR Typ III. Seine Funktion als Rezeptorligand ist
jedoch immer noch wenig verstanden [113]. Einerseits ist die Gegenwart des Liganden
(TGFβ) Voraussetzung fu¨r eine Verbindung von Endoglin mit den signalu¨bertragen-
den Rezeptoren Typ I und II. Andererseits kann Endoglin nur in Verbindung mit dem
TGFβR Typ II TGFβ1 und TGFβ3 binden, nicht aber TGFβ2 [16, 46]. Die Bindung
an die Rezeptoren Typ I und II erfolgt mit der extrazellularen und zytoplasmatischen
Endoglindoma¨ne. Dabei interagiert TGFβR Typ I, im Gegensatz zu TGFβR Typ II,
nur mit der zytoplasmatischen Endoglindoma¨ne, solange er selbst inaktiv ist [60]. Nach
der Vereinigung phosphorylieren beide signalu¨bertragenden Rezeptoren die zytoplas-
matische Endoglindoma¨ne. Daraufhin dissoziiert TGFβR Typ I vom Komplex [60].
TGFβ1 induziert die Expression des Endoglin-kodierenden Gens [46]. Eine Endoglin-
Expression vera¨ndert den Status der Phosphorylierung von TGFβR Typ I und Typ II,
ebenso den der Smad-Proteine [60]. In Myoblasten von Ratten konnte die Expression
von Endoglin mit einer vermehrten TGFβ-Bindung an den Signalrezeptorkomplex in
Verbindung gebracht werden [85]. Mo¨glicherweise modelliert Endoglin durch seine In-
teraktionen zellulare Wirkung von TGFβ [60]. Studien deuten darauf hin, dass die un-
terschiedlichen Endoglin-Expressionsspiegel zur komplexen Regulation von Zellreaktio-
nen auf TGFβ1 beitragen. Eine Studie u¨ber Myoblasten von Ratten fand heraus, dass
die U¨berproduktion von Endoglin, in Bezug auf Wachstumshemmung und die Synthese
von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1, eine verminderte TGFβ-Zellreaktion bewirkt
[85]. Ob beispielsweise ein Gewebe vaskularisiert wird, ha¨ngt ho¨chstwahrscheinlich von
der erreichten Balance zwischen TGFβ1-Stimulation und der Endoglin-Expression ab
[46].
Endoglin wird hauptsa¨chlich auf Endothelzellen, aktivierten Monozyten und Makro-
phagen expremiert [130]. Vor allem proliferierende Endothelzellen in Zellkulturen und
entstehenden Blutgefa¨ßen von benignen und malignen Geweben expremieren Endoglin
u¨berma¨ßig. Deshalb gilt Endoglin auch als optimaler Marker endothelialer Proliferati-
on [46]. In der Haut kommt Endoglin in stromalen Fibroblasten und Melanozyten und
aktivierten Makrophagen vor [46]. Nach Bestahlung wurde in HUVECs (normal human
umbilical-vein endothelial cells) eine dosis- und zeitabha¨ngige Induzierung der Endo-
glinexpression auf der Plasmamembran der proliferierenden und nicht-proliferierenden
Endothlelzellen festgestellt [155].
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2.10.1.1 Immunchemischer Endoglin-Nachweis in normaler, verwundeter
Haut
In der normalen Haut la¨sst sich Endoglin in dermalen Fibroblasten und der Epidermis
nachweisen [46]. Bei pathologischen Vorga¨ngen, welche mit Gefa¨ßneubildungen und
Hypoxie verbunden sind (z.B. wa¨hrend Entzu¨ndungen, in ischa¨mischen Geweben und
Tumoren), wird Endoglin stark expremiert [130]. Die molekularen Mechanismen der
Induktion sind nicht bekannt. Wa¨hrend Hypoxie allein die Endoglin-Transkription nur
moderat steigern konnte, resultierte die zusa¨tzliche Gabe von TGFβ in einer markan-
ten Stimulation [131]. Proliferierende Zellen zeigen ebenfalls eine versta¨rkte Endoglin-
Produktion [31].
2.11 Keratinocyte Growth Factor (KGF)
Im Jahre 1989 wurde KGF zum ersten Mal von der Arbeitsgruppe Rubin et al iso-
liert [129], jedoch erst spa¨ter als Mitglied der Fibroblast Growth Factor (FGF)-Familie
identifiziert, und zwar als FGF-7 [160]. Das Monomerprotein KGF hat ein Molekular-
gewicht von 26-28 kDa und weist 30-45% Sequenzhomologien mit anderen Mitgliedern
der FGF-Familie auf [129, 19].
Der WF wird von verschiedenen mesenchymalen Zellen, beispielsweise Fibroblasten,
produziert [160, 17]. KGF kommt ebenso in aktivierten γδT-Zellen, epidermalen Mela-
nozyten und Tumorzellen vor [91, 160]. In Zellen epithelialen Ursprungs konnte bisher
nie eine FGF-7 Expression nachgewiesen werden [160]. Bezeichnend ist, dass der KGF-
Rezeptor (FGFR-2IIIb), an den KGF mit hoher Affinita¨t bindet, auf einer Vielzahl
epithelialer Zellarten zu finden ist. Dies la¨sst darauf schließen, dass KGF vorwiegend
parakrin wirkt [160]. Als hochspezifisches Mitogen fu¨r epitheliale Zellen regt KGF deren
Proliferation und Migration an und unterstu¨tzt gleichzeitig den natu¨rlichen Ablauf des
Differenzierungsprozesses. Kulturstudien mit humanen Keratinozyten ergaben, dass
KGF ein sta¨rkeres Mitogen als EGF ist [129]. Aufgrund seiner Funktionen ist KGF
essentiell fu¨r die Regulation der epidermalen Gewebshomo¨ostase und normale Epithe-
lerneuerung [160, 159].
Studien an transgenen Ma¨usen mit dominant negativen KGF-Rezeptoren in normalen,
basalen Hautkeratinozyten sind charakterisiert durch epidermale Atrophie, stark redu-
zierte Haarfollikel mit abnormaler Morphologie und eine dermale Verdickung. Durch ein
zu fru¨hes Einsetzung der Verhornung in niederen suprabasalen Lagen, ist die natu¨rli-
che Balance zwischen Proliferation und Differenzierung der epidermalen Zellen zersto¨rt
[160]. Umgekehrt zeigen transgene Ma¨use mit einer U¨berproduktion von KGF eine epi-
dermale Hypertrophie. Weiterfu¨hrende Untersuchungen am dreidimensionalen Haut-
modell konnten bei einer KGF-U¨berproduktion die spezifische Proliferationssteigerung
suprabasaler Schichten nachweisen [4]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
KGF-Spiegel und die Aktivita¨t des WF die Keratinozyten-Proliferation und somit die
epidermale Dicke reguliert [160]. Gleichzeitig kann KGF das fu¨r die Differenzierung
spezifische Faktorenmuster von epithelialen Zellen vera¨ndern. Es verzo¨gert deren Dif-
ferenzierung, beispielsweise durch eine vermehrte α5β1-Expression und eine gehemmte
K10- und Transglutaminaseproduktion [4]
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Die Funktion von KGF als Mediator in mesenchymalen-epithelialen Interaktionen wird
durch die KGF-Expression reguliert. Parakrine Regulatoren dermaler Zellen steuern
die KGF-Expression und damit das Keratinozytenwachstum und die Zelldifferenzie-
rung [96, 160, 139]. Eine Reihe von Wachstumsfaktoren, einschließlich PDGF, TGFα
und EGF, erho¨hen den KGF-Transkriptionsspiegel in Fibroblasten [94], wobei TGFβ
keinen Einfluss auf die KGF-Expression hat [160].
Interessant sind auch Ergebnisse von Untersuchungen an KGF-knock-out Ma¨usen. Ob-
wohl KGF wa¨hrend der Entwicklung der Ma¨use und spa¨ter in der adulten, normalen
Haut kontinuierlich expremiert wird, konnten bei diesen Ma¨usen nur geringe pha¨notypi-
sche Vera¨nderungen, aber keine histologischen Defekte festgestellt werden. Inzwischen
hat Beer et al ein neues Mitglied der FGF-Familie, FGF-10, entdeckt [9]. Es besitzt
a¨hnliche Eigenschaften wie KGF und bindet mit ebenso großer Affinita¨t an den KGF-
Rezeptor (FGFR-2-IIIb). FGF-10 kann das fehlende KGF in der Haut kompensieren
[160]. Der FGFR-2-IIIb ist eine Splice-Variante des FGFR2. FGFR2 ist ein transmem-
braner FGF-Rezeptor der Tyrosinkinase-Familie.
Ergebnisse mehrerer Studien lassen darauf schließen, dass KGF eine wichtige Rolle in
Entzu¨ndungs- und Heilungsprozessen u¨bernimmt [160]. Zudem kann er in vivo und in
vitro als protektiver Faktor fu¨r verschiedene epithelialer Zelltypen agieren [51, 160].
2.11.1 KGF in der Wundheilung
Wa¨hrend ha¨morrhagischen Vorga¨ngen werden WF freigesetzt, welche initiale Induk-
toren der KGF-Expression sind. Das sind insbesondere die Serumfaktoren PDGF und
EGF [160].
In den ersten 24 h wandern Leukozyten und Makrophagen in die Wunde ein und
gewa¨hrleisten die Aufrechterhaltung der KGF-Expression. Sie produzieren verschiede-
ne proinflammatorische Zytokine, vor allem Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6)
und TNFα [160]. IL-1 gilt als sta¨rkster KGF-Induktor fu¨r kutane Fibroblasten, sogar
fu¨r bestrahlte, postmitotische Fibroblasten. IL-1 wird von Epithelzellen und Fibro-
blasten expremiert [96]. Wissenschaftler vermuten wa¨hrend des Heilungsprozesses eine
dermal-epidermale Feedbackschlaufe, in welcher mo¨glicherweise IL-1 und TGFα in-
volviert sind, die beide von Keratinozyten produziert werden [159]. Diese Vermutung
unterstu¨tzen Studien an organotypischen Co-Kulturen aus Keratinozyten und Fibro-
blasten von Smola [139] und Mass-Szabowski [96]. Im Gegensatz zu Monokulturen
erho¨hen natu¨rliche, epidermale Keratinozyten in humanen Co-Kulturen die Produk-
tion von IL-1a und IL-1b, um u¨ber deren Rezeptoren auf dermalen Fibroblasten die
KGF-Expression zu stimulieren. Gleichzeitig expremieren Fibroblasten vermehrt den
IL-1-Rezeptor Typ 1 und sezernieren KGF [96].
Wa¨hrend in der normalen Haut nur eine schwache KGF-Expression zu beobachten ist,
kommt es nach Verwundung zu einer starken Hochregulierung [13]. Sowohl die Arbeits-
gruppe um Werner [160] konnte nach Verwundung muriner Haut eine Hochregulierung
des KGF-mRNA-Spiegels in den ersten 24 h feststellen, als auch Marchese et al bei
Untersuchungen von humaner Haut [94]. Der KGF-mRNA-Gehalt war in der humanen
Haut nach Verletzung um das acht- bis zehnfache des Basalwerts erho¨ht. In beiden
Studien blieb der KGF-Spiegel mehrere Tage post-traumatisch erho¨ht [94].
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Umgekehrt weisen schlecht heilenden Wunden von Ma¨usen erniedrigte KGF-Werte auf
[160]. In einer Vielzahl von Untersuchungen konnte die exogene Verabreichung von KGF
auf unterschiedliche Wundtypen die Heilung fo¨rdern. In den meisten Fa¨llen konnte der
Wundschluss beschleunigt und nach Abheilung des Wundgewebes ein dickeres Epithel
festgestellt werden. Trotz erho¨hter Reepithelisierungsrate war der Differenzierungspro-
zess von Keratinozyten nicht gehemmt [19]. Neuere Wundheilungsstudien nach KGF-
Gen-Transfer zeigen nicht nur eine verbesserte Regenerationsfa¨higkeit der Epidermis
sondern auch der Dermis. Dabei konnte die Fo¨rderung der epithelialen Proliferation
und eine verminderte Hautzellen-Apoptose nachgewiesen werden. In der Dermis wur-
den erho¨hte Kollagen-Ablagerungen mit verbesserter Morphologie beobachtet. Eben-
falls war die Neovaskularisation beschleunigt und die VEGF-Konzentrationen erho¨ht.
KGF-cDNA stimuliert nicht nur Keratinozyten, sondern auch mesenchymale Zellen
durch IGF-I Konzentrationssteigerungen [72, 25].
Die gesteigerte Expression von KGF in Fibroblasten scheint eine wichtige Vorausset-
zung fu¨r die parakrine Stimulation der Reepithelisation wa¨hrend der Wundheilung
zu sein. Dabei ist KGF nicht nur fu¨r eine normale Epithelerneuerung verantwortlich,
sondern sorgt ebenfalls fu¨r eine kontrollierte Zellmigration und -proliferation [160, 19].
KGF stimuliert die Zelladha¨sion von Keratinozyten an Kollagen und Fibronektin durch
Bildung von Integrinrezeptorenkomplexen und fo¨rdert damit die Migration auf diesen
Extrazellularmoleku¨len [122]. Diese Ergebnisse ko¨nnten zur Annahme verleiten, dass
KGF essentiell fu¨r die Wundheilung ist. In genetischen knock-out Studien an Ma¨usen
konnte trotz Abwesenheit von KGF eine pha¨notypisch normale Wundheilung beob-
achtet werden [160]. Genauso wie FGF-10 in der natu¨rlichen Haut weitestgehend die
Funktionen von KGF u¨bernehmen konnte, kann FGF-10 das Fehlen von KGF wa¨hrend
der Wundheilung kompensieren. Allerdings fu¨hrt eine Blockade der KGF-Rezeptoren
(bei transgenen Ma¨use mit dominant negativen Rezeptoren) zu einer mangelhaften
Reepithelisierung. Die Proliferationsrate war um 90% reduziert und vermutlich ebenso
die Migration der Keratinozyten [160, 51].
KGF agiert in vivo und in vitro als protektiver Faktor fu¨r verschiedene epitheliale
Zelltypen [51, 160]. Zum Beispiel schu¨tzt er epitheliale Zellen vor toxischen Effek-
ten reaktiver Sauerstoffderivate [13]. Solche reaktiven Moleku¨le entstehen in der aku-
ten Heilungsphase durch so genannte oxidative Bursts. Leukozyten erzeugen oxidative
Bursts, um eindringende Bakterien abzuto¨ten [160]. In HaCaT-Zellen konnte eine von
KGF positiv regulierte Non-Selenium-Gluthathion Peroxidase nachgewiesen werden
[160]. Wa¨hrend der kutanen Wundheilung korreliert die Peroxidase-Genexpression mit
der KGF-Expression. In KGF-Rezeptor tragenden Keratinozyten waren die ho¨chsten
mRNA-Spiegel der korrespondierenden Peroxidase zu finden. Das ko¨nnte bedeuten,
dass KGF u¨ber die Peroxidase Keratinozyten vor oxidativen Bursts schu¨tzt und fu¨r ihr
U¨berleben entscheidend ist [160].
Bei der Erforschung von KGF-regulierten Genen in Keratinozyten konnte das kodieren-
de Gen des Transkriptionsfaktors NF-E2 related factor 2 (Nrf2) identifiziert werden.
Fu¨r eine normale Heilungsrate ist die Induktion des mit Nrf2 koexpremierten Tran-
skriptionsfaktors, Nrf3, mit entscheidend. Nrf3 konnte ebenfalls als Zielfaktor von KGF
identifiziert werden. Nrf2 ist das Schlu¨sselprotein in zellularen Reaktionen auf Stress.
Das ko¨nnte auch im Regenerationsgeschehen von großer Bedeutung sein. Interessanter-
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weise war bei Nrf2 knock-out-Ma¨usen in Wundheilungsstudien die Expression verschie-
dener Schlu¨sselfaktoren in der fru¨hen Reparationsphase signifikant reduziert. Die spa¨te
Wundheilungsphase war von einer anhaltenden Entzu¨ndung gekennzeichnet. Wa¨hrend
der kutanen Wundheilung kontrollieren beide Transkriptionsfaktoren die Genexpressi-
on und steuern das Entzu¨ndungsgeschehen [20].
2.11.2 KGF und Bestrahlung
In Tierversuchen wurde rekombinantes KGF erfolgreich als Pra¨medikation bei Bestrah-
lung eingesetzt. Strahleninduzierte Scha¨den am Darmepithel und die Mortalita¨t der
Ma¨use waren in der Studie signifikant erniedrigt [75, 43]. Ebenso konnte mit Pra¨medi-
kation bei Ratten nach Verletzung des Lungengewebes durch intratracheale Installation
von Bleomycin in Kombination mit Bestrahlung eine deutlich ho¨here U¨berlebensrate
von 50% beobachtet werden. Diese Versuchstiere zeigten nach drei Wochen, im Ge-
gensatz zu den Kontrolltieren mit Postmedikation, keine bzw. geringe Anzeichen von
Nekrose, Fibrose oder Pneumonitis und verminderte Lungeno¨deme [167].
Takeoka et al [145] vermutet, dass KGF die DNA-Reparatur-Kapazita¨t in bestrahl-
ten pulmonalen Epithelzellen steigern kann und somit fa¨hig ist, die alveola¨ren Epi-
thelscha¨den zu vermindern. Diese Versuche ko¨nnten mo¨glicherweise auf einen schu¨tzen-
den Effekt von KGF auf Stammzellen von Darmkrypten und Lungenepithelzellen hin-
weisen.
Slonina ist nach in vitro-Untersuchungen der Plating Efficiency (PE) und des Surving
Factor (SF2) an prima¨ren neonatalen Keratinozyten anderer Meinung. Seine Ergeb-
nisse zeigten, dass die Therapie mit KGF das U¨berleben der Zellen nach Bestrahlung
nicht beeinflussen kann, sondern nur die Proliferation u¨berlebender Zellen fo¨rdert. Der
zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch immer noch ungekla¨rt [140].
2.12 Zellulare Adha¨sionsmoleku¨le
Zellulare Adha¨sionsmoleku¨le (Cellular Adhesion Molecules (CAM)) werden derzeit in
fu¨nf Moleku¨lfamilien, die so genannten
”
Superfamilien“, eingeteilt [133]. CAM mit
genetischen Sequenzhomologien und struktureller Verwandtschaft sind der Integrin-
, Immunglobulin-, Selektin-, Cadherin- oder Homing-CAM-Superfamilie zugeordnet.
Die international gu¨ltige CD-Nomenklatur teilt jedem Zelloberfla¨chenantigen eine spe-
zifische CD-Nummer zu [133].
Die Mehrzahl der CAM sind transmembrane Glykoproteine, dazu geho¨ren die Integrin-,
Immunglobulin- und Homing-CAM-Superfamilien. Diese Glykoproteine ko¨nnen in drei
Doma¨nen untergliedert werden: die intrazellulare, welche mit dem Zytoskelett verbun-
den ist, die hydrophobe (das transmembrane Segment) und die extrazellulare Doma¨ne.
Der extrazellulare Anteil bildet einen Bestandteil der Glykokalix und ist vor allem fu¨r
die Liganden- und Rezeptorenbindung wichtig. CAM vermitteln das direkte Binden an
andere Zellen und extrazellulare Matrixmolku¨le [110]. Sie dienen dem Austausch von
Informationen und ko¨nnen durch ihre Adha¨sion eine A¨nderung der Genexpression und
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des Zellpha¨notyps bewirken [148].
Es ist bekannt, dass Zellen ihre CAM-Expression und ihre Hafteigenschaften entspre-
chend den physiologischen und pathologischen Prozessen modulieren, bei denen sie
beteiligt sind [148]. So bestimmt das Muster der CAM-Expression auf Zelloberfla¨chen
wa¨hrend der Gewebeentwicklung das Haften der Zelle an eine spezifische Umgebung
und damit die funktionelle Zelldifferenzierung. Nach Turner [148] sind CAM fu¨r die
Entwicklung, Erhaltung und das U¨berleben von Gewebestrukturen multizellua¨rer Or-
ganismen grundlegend. Ebenso sind pathologische Vorga¨nge von der CAM-Expression
wesentlich beeinflusst, wie beispielsweise Ha¨mostase, Entzu¨ndung, Wundheilung, Im-
munabwehr und krankhafte neoplastische Prozesse. Die Expression von CAM auf der
Zelloberfla¨che kann chemisch (u.a. durch Zytokine) oder mechanisch durch das Anein-
anderhaften von Zellen ausgelo¨st werden. Diesen Vorgang bezeichnet man als Signal-
transduktion [133]. In der Regel findet die Signaltransduktion bidirektional statt. Die
Signalu¨bertragung kann u¨ber das so genannte
”
inside-out“ oder das
”
outside-in signal-
ling“ geschehen. Beim
”
outside-in signalling“ kommt der Impuls von außen und wird
ins Zellinnere weitergeleitet. Sind intrazellulare Signale der Reaktionsauslo¨ser, spricht
man vom
”
inside-out signalling“ [133].
2.13 Immunglobulinsuperfamilie
Die Immunglobulinfamilie ist mit u¨ber 100 Mitgliedern die umfangreichste Familie der
Zelloberfla¨chenmoleku¨le. Als verbindendes Element besitzen diese Adha¨sionsmoleku¨le
Immunglobulin-a¨hnliche Doma¨nen [54]
2.13.1 Interzellulare Adha¨sionmoleku¨le (ICAM)
Das interzellulare Adha¨sionsmoleku¨l 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1))
ist ein Vertreter der Immunglobulinsuperfamilie. Dieses wird von verschiedenen Zell-
typen, z.B. Endothelzellen, epidermalen Zellen, Fibroblasten und Immunzellen expre-
miert [10, 133, 101, 100, 98] . ICAM-1 (oder auch CD54) ist ein 90 kDa schweres Protein
und besitzt 5 Immunglobulin-a¨hnliche Doma¨nen [54].
2.13.1.1 Immunchemischer ICAM-1-Protein-Nachweis in der natu¨rlichen
Haut
Die natu¨rliche Epidermis expremiert kein ICAM-1 [97]. Immunfluoreszenz-Untersu-
chungen normaler humaner Haut zeigten regelma¨ßig eine schwache endotheliale ICAM-
1 Expression in einigen Blutgefa¨ßen der Dermis [97, 34].
Bei Entzu¨ndungsreizen kommt es in der Haut zum Expressionsanstieg von ICAM-1
[97]. Allerdings konnten auch im unverletzten Gewebe von Patienten mit intravitalen
Wunden niedrige ICAM-1-Konzentrationen auf Keratinozyten nachgewiesen werden
[34]. Eine Erkla¨rung dafu¨r ko¨nnte u. U. die Lokalisation der Probenentnahme geben
(eventuell wurde sie zu nahe an der verletzten Hautregion entnommen). Ebensogut
ko¨nnte eine posttraumatische ICAM-1-Induktion im benachbarten, gesunden Gewebe
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physiologisch bedingt sein. Zur genauen Abkla¨rung sind weiterfu¨hrende Untersuchun-
gen erforderlich.
2.13.2 ICAM-1 in Entzu¨ndungsreaktionen
ICAM-1 als ein zelltypspezifischer Mediator hat verschiedene Funktionen, dabei stehen
zellulare Interaktionen wa¨hrend der Immunantwort und bei Entzu¨ndungsvorga¨ngen
im Vordergrund. Vor allem mit Integrinen bildet ICAM-1 Rezeptor-Liganden-Paare
[63], aber auch mit anderen Immunglobulin-Adha¨sionsmoleku¨len (IgAM) und CD43;
ferner mit lo¨slichem Fibrinogen, Hyaluronsa¨ure und weiteren Stoffen [150]. Einerseits
vermittelt ICAM-1 so die Steuerung der Ligand-Rezeptor-Bindung wa¨hrend der An-
tigenpra¨sentation und die Ausbildung verschiedener Zellbindungen [163, 63]. Anderer-
seits dient ICAM-1 der Zellorientierung sowie der inter- und intrazellularen Signal-
transduktion [70]. Es aktiviert u¨ber die outside-in-Transduktion spezifische Kinasen,
welche die Erho¨hung von Transkriptionsfaktoren, Zytokinen und Zellmembranprotein-
Expression vera¨ndern und die Proliferation anregen ko¨nnen [70, 97]. Im Rahmen von
Entzu¨ndungsreaktionen ist ICAM-1 ein bedeutender Signalu¨bertra¨ger bei der Funkti-
on von polymorphkernigen Leukozyten (PMN) [163]. Nach heutigen Forschungsergeb-
nissen vermitteln zellulare Adha¨sionsmoleku¨le die Interaktionen zwischen Leukozyten
und Endothelzellen bei der Leukozytenextravasation. Dazu geho¨ren u.a. ICAM-1, Vas-
cular Cell Adha¨sion Molecules (VCAM), die E-, P- und L-Selektine, CD31 sowie die
β1- und β2-Integrine. Die Adha¨sion von Leukozyten an Gefa¨ßendothelien ist der es-
sentielle Schritt fu¨r die Emigration von Entzu¨ndungszellen aus der Blutzirkulation.
Der Adha¨sionsvorgang und die transendotheliale Migration wird durch die Interaktion
von Moleku¨len auf der Oberfla¨che von Endothel- und Entzu¨ndungszellen gewa¨hrleistet
[63]. ICAM-1 ist der entsprechende Rezeptor fu¨r die Leukozytenintegrine CD11b/CD18
(Mac-1) und CD11a/CD18 (LFA-1) [63]. ICAM-1 vermittelt auch Leukozytenkontakte
zu zahlreichen kutanen Zellarten [33].
Diverse Funktionen von ICAM-1 im Entzu¨ndungsprozess sind eng an die schnelle Indu-
zierbarkeit des Moleku¨ls durch proinflammatorische Stimuli gekoppelt. Physiologisch
bedeutende Faktoren sind Interferon-γ (INF-γ), TNFα, IL-1, reaktive Sauerstoffderi-
vate, zellua¨rer Stress und Retinolsa¨ure [71]. Aber auch exogene Stimuli wie bakteriel-
le Antigene (Lipopolysaccharide), Virusinfektionen, Substanzen wie Phorbolester und
physikalische Noxen (UV- und ionisierende Strahlung) stimulieren ICAM-1 [33].
2.13.2.1 Zytokininduktion von CAMs in entzu¨ndlichen Vorga¨ngen
TNFα und IL-1 vermitteln die Entzu¨ndungsreaktion durch das Ankoppeln an ihre spe-
zifischen Rezeptoren auf Endothelzellen. Dadurch wird beispielsweise die Expression
von VCAM-1 und ICAM-1 induziert [63].
Auch bei Entzu¨ndungen der Haut wird angenommen, dass TNFα und Histamin ICAM-
1 induzieren und dieses ein wichtiger Initiator von Leukozyten/Keratinozyten-Inter-
aktion ist [1]. Untersuchungen zufolge sind Mastzellen psoriatischer und atopischer Der-
matitispatienten TNFα-positiv. Ihre Degranulation ist mit einer ICAM-1-Expression
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in der Epidermis assoziiert. Diese Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass die De-
granulation von Mastzellen die ICAM-1 Expression auf Keratinozyten via TNFα und
Histamin induziert [1].
2.13.2.2 Immunchemischer ICAM-1-Protein-Nachweis wa¨hrend der Wund-
heilung
Immunhistochemische Untersuchungen von intravitalen humanen Hautwunden belegen
eine Korrelation zwischen Entzu¨ndungsgrad und ICAM-1-Expression [34, 97].
Innerhalb der ersten zwei Stunden nach Verwundung konnte in 80% der untersuchten
Hautproben eine moderat bis stark induzierte ICAM-1-Expression beobachtet werden
[34]. Matsumoto [97] weist in Immmunfluoreszenz-Untersuchungen von humaner Haut
nach Transplantation auf Ma¨use eine voru¨bergehende ICAM-1-Expression am Beginn
der Wundheilung nach. An Studien exzisionaler Hautwunden von ICAM-1-defizienten
Ma¨usen konnte eine gehemmte Wundheilung beobachtet werden. Neben der reduzier-
ten Migration von Keratinozyten und Granulationsgewebsbildung, war die Infiltration
von Neutrophilen und Makrophagen vermindert. Die daraus resultierende geringere
Leukozytenanzahl im Wundgewebe ist wohl der Grund fu¨r eine verzo¨gerte Heilung
[107].
2.13.3 ICAM-1 nach ionisierender Bestrahlung
ICAM-1 wird durch ionisierende Strahlung versta¨rkt induziert [98]. Die Induktion von
CAMs durch ionisierende Strahlung unterscheidet sich von der, die nach der Zytokin-
stimulation beobachtet wird, und zwar darin, dass sich die Induktion der Genexpres-
sion auf E-Selectin und ICAM-1 beschra¨nkt [63]. Obwohl ionisierende Strahlung bei
bestimmten Zellarten die Produktion von IL-1 (Rattenfibroblasten) und TNFα (Ha-
CaT und Monozyten) stimuliert, gelten diese Zytokine nicht als essentielle Mediatoren
der strahlungsbedingten ICAM-1-Induktion [63, 10]. Neutralisierende Antiko¨rper (AK)
gegen TNFα und IL-1 konnten eine Induktion von ICAM-1 auf HaCaT-Zellen nach Be-
strahlung bis zu 40 Gy nicht verhindern [10]. Nach ionisierender Bestrahlung entstehen
reaktive Sauerstoffderivate. Eine Pra¨inkubation von HaCaT-Zellen mit Antioxidantien
blockierte die sonst u¨bliche ICAM-1 Induktion auf HaCaT. Daraus kann geschlossen
werden, dass sowohl reaktive Sauerstoffderivate an der ICAM-1-Induktion nach Be-
strahlung beteiligt sind, als auch NFκB, ein prooxidativer Transkriptionsfaktor [7].
Versuche mit ICAM-1-defizienten Ma¨usen zeigten keine Entwicklung einer entzu¨ndli-
chen Reaktion nach Bestrahlung, trotz vorhandener inflammatorischer Zytokine. Diese
Ergebnisse belegen die notwendige Anwesenheit von ICAM-1 als Voraussetzung fu¨r das
Auswandern der Leukozyten in verletzte bzw. entzu¨ndete Regionen [63]. Diese Infiltra-
tion von Leukozyten lo¨st wahrscheinlich Atrophie, Fibrose und Nekrose in Organen
aus, bzw. beschleunigt diese.
Bisher sind die pathologischen Folgen, die Infiltration und Ansammlung von Leuko-
zyten im bestrahlten Normalgewebe haben, noch nicht vollsta¨ndig gekla¨rt. In krank-
haften Vorga¨ngen, wie zum Beispiel in myokardialen Infarkten, sind Leukozyten von
wesentlicher Bedeutung. Es wurde ein Antiko¨rper gegen zellulare Adha¨sionsmoleku¨le
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entwickelt, der die transendotheliale Leukozytenwanderung hemmt und damit eine neu-
trophile Zellansammlung im Gewebe verhindert. Dadurch konnten Gewebescha¨den si-
gnifikant vermindert werden [61, 104]. Solche Ergebnisse implizieren die Annahme, daß
neben der Strahlenreaktion von Normalgewebe eine Infiltration von Leukozyten zusa¨tz-
liche Scha¨den an Parenchymzellen verursacht. Die neutrophile Infiltration bedingt eine
Fehlfunktion des Organs, was eine u¨berschießende Regeneration zur Folge hat und in
eine funktionelle Organsto¨rung mu¨ndet [123].
2.13.3.1 ICAM-1-Protein-Induktion nach Bestrahlung
Sowohl kutane Kurzzeitkulturen (Spalthautproben), als auch die Keratinozytenzellli-
nie HaCaT und die Fibroblastenzelllinie HDFa reagieren auf ionisierende Bestrahlung
mit einer ICAM-1-Induktion [98, 33]. Dabei ist die ICAM-1-Oberfla¨chenexpression in
HaCaT-Keratinozyten zeitabha¨ngig und dosisabha¨ngig [101].
2.14 Integrine
Integrine bilden die Superfamilie der Adha¨sionsrezeptoren. Sie sind heterodimere Kom-
plexe, welche durch nicht-kovalente Bindungen aus jeweils einer der 1-18 α- und 1-8
β-Untereinheiten entstehen und nach der entsprechenden β-Kette in Subfamilien ein-
geteilt werden [149].
Beide Integrinuntereinheiten geho¨ren den Typ I transmembranen Glykoproteinen an
und stehen intrazytoplasmatisch mit dem Zytoskelett in Verbindung. Die zytoplasmati-
sche β-Untereinheit ist durch eine Reihe von aktinbindenden Proteinen (Talin, Filamin,
α-Aktinin, Vinculin und andere Integrin-bindende Zytoskelettproteine) an das Aktin-
enthaltende Zytoskelett gebunden [26].
Im Menschen konnten bisher 24 verschiedene heterodimere Integrinkomplexe identifi-
ziert werden [149]. Das große Repertoire an dimeren Rezeptoren kann an eine Vielzahl
von extrazellularen Liganden binden, beispielsweise Kollagen, Fibronektin, Laminin,
Thrombospondin, etc. sowie andere CAM [133]. Die charakteristische Verhalten eines
bestimmten Integrins zum Liganden ist zum einen durch die Kombination der verschie-
denen α- und β-Untereinheiten, und zum anderen durch den expremierenden Zelltyp
festgelegt [86].
In ihrer Funktion als Zelloberfla¨chenrezeptoren organisieren die Integrine das Zytoske-
lett und vermitteln die Adha¨sion zur Extrazellularmatrix (EZM) und anderen Zellen.
Bei der U¨bertragung mechanischer Kra¨fte, biochemischer und biophysikalischer (z. B.
Ro¨ntgenstrahlung) Signale zur Plasmamembran [26] sind Integrine gleichzeitig Bin-
deglied in Signalkaskaden und grundlegende Regulatoren von Signaltransduktion und
Zellfunktion [26]. Als Kontrollorgan steuern Integrine verschiedene Stufen der Signal-
kaskade, welche Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Zellmigration, Adha¨sion und
das U¨berleben der Zelle reguliert.
Die Ligandenbindung (outside-in signalling) induziert die Genexpression, Zellvermeh-
rung, Differenzierung, Aktinpolymerisation und die Aktivierung von Integrinrezepto-
ren; ferner suppremiert sie die Zellapoptose. Diese zellularen Reaktionen ko¨nnen teil-
weise auch durch Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert werden [86]. Intrazellula-
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re Signale werden vermutlich u¨ber zytoplasmatische Komponenten (integrinbindende
Proteine) weitergeleitet, welche beispielsweise die Kopplung von Integrinen an intra-
zellularen Signalpfaden bewirken [149].
Die Zelle hat verschiedene Mo¨glichkeiten, ihre Integrinexpression zu regulieren. Im be-
sonderen Maße geschieht dies u¨ber alternatives Splicing der m-RNA in Transkriptions-
und Posttransskriptionsmechanismen [133]. Weiterhin ko¨nnen nur aktivierte Integrin-
rezeptoren ihre Liganden binden. Die Aktivierung von Integrinen erfolgt u¨ber intrazel-
lua¨re Signale (inside-out signalling). Die Zelle verfu¨gt vermutlich u¨ber drei verschiedene
Mechanismen zur Aktivierung der Rezeptoren: 1. Konformationsa¨nderungen, 2. Modi-
fikation der Rezeptoraffinita¨t und 3. Bildung von multimeren Integrinkomplexen aus
heterodimeren Komplexen [26].
Faktoren, welche die Integrinexpression beeinflussen, sind u.a. Zytokine (IL1b, TNFa),
Hormone, Pharmazeutika und Ro¨ntgenstrahlung [133]. KGF fo¨rdert die Bildung von
Integrinrezeptorenkomplexen in Keratinozyten [122]. Vorra¨tige Integrine aus intrazel-
lularen Pools ko¨nnen an die Zelloberfla¨che befo¨rdert und expremiert werden [133, 98].
2.14.1 Das β1-Integrin oder CD29
Die β1-Adha¨sionsrezeptoren bilden mit 12 Mitgliedern die gro¨ßte Unterfamilie der In-
tegrine [5]. Sie werden von einer Vielzahl an Zellarten expremiert und sind Rezeptoren
fu¨r Fibronektin, Kollagen und Laminin. Insbesondere Fibronektin gilt als Hauptligand
des β1-Integrins.
Die β1-Kette ist, wie zuvor beschrieben, mit Mikrofilamenten des Zytoskeletts ver-
bunden. Dadurch kann die fokale Zelladha¨sion, beispielsweise bei der Ausbildung von
Halbdesmosomen oder der Bindung von Keratinozyten an die Basalmembran, gesteuert
werden [133]. Durch alternatives Splicen kann die Fa¨higkeit der intrazellularen Doma¨ne
zur Teilnahme an Signaltransduktionen reguliert werden [3]. Fu¨r humanes β1-Integrin
sind fu¨nf zytoplasmatische Splicevarianten bekannt: β1A, β1B, β1C-1, β1C-2 und β1D.
Obwohl die Ligandenspezifita¨t in Splicevarianten erhalten bleibt, ko¨nnen Ansammlun-
gen verschiedener Splicevarianten Signalpfade auslo¨sen, welche zu abweichenden Zel-
lantworten fu¨hren [5].
In der Haut sind Integrine sensible Indikatoren fu¨r die regula¨re Ausbildung epiderma-
ler Kompartimente und mo¨glicherweise ebenso fu¨r den Grad des Gewebegleichgewichts
[21].
2.14.1.1 Die Funktion von β1-Integrin in Keratinozyten
Neben den in Abschnitt 2.14.1 beschriebenen Funktionen, reguliert das β1-Integrin in
Keratinozyten die Initiierung der terminalen Differenzierung [86]. Epidermale Stamm-
zellen mit dem gro¨ßten Proliferationspotential expremieren ho¨here Mengen an β1-
Integrin als andere Keratinozyten des Str. basale [86]. Die Differenzierung von Kerati-
nozyten geht mit einem Verlust der Integrin-Bindungsfa¨higkeit einher. Die Reduktion
der β1-vermittelten Adha¨sion stimuliert den Austritt der Zellen vom basalen Pro-
liferationskompartiment ins Reifungskompartiment. Eine Zellkultur-Studie von Levy
veranschaulicht dieses Zusammenha¨nge [86]. In Suspension verbrachte Keratinozyten
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stimulieren ihre terminale Differenzierung. Die Zugabe extrazellularer Matrixproteine
verhindern diesen Effekt teilweise, woraus gefolgert werden kann, dass zellulare Adha¨si-
on Differenzierungsprozesse hemmt.
2.14.1.2 Immunchemischer Nachweis von β1-Integrin in mehrschichtigen
Plattenepithelien
In der Epidermis ist die Integrinexpression hauptsa¨chlich auf das Str. basale beschra¨nkt
[158]. β1-Oberfla¨chenrezeptoren befinden sich in normalen, mehrschichtigen Plattene-
pithelien der Mundschleimhaut, ebenso vor allem in basalen Keratinozyten, bevorzugt
entlang ihrer lateralen Zellmembranen. Auch Fibroblasten im Bindegewebe expremie-
ren β1-Integrin [169, 81].
Nach ionisierender Bestrahlung konnte sowohl bei HDFa- als auch bei HaCaT-Zellen
eine gesteigerte Expression von β1-Integrin nachgewiesen werden [29].
2.14.2 Das α5β1-Integrin (CD49e)
α5β1 ist der Hauptrezeptor fu¨r Fibronektin, es wird bevorzugt von Fibroblasten, Endo-
thelzellen und Leukozyten expremiert. In epithelialen Zellen korreliert die abnehmende
α5-Integrin-Expression mit einer reduzierten Fibronektinhaftung und einer gesteiger-
ten Involukrinexpression [2].
2.14.2.1 Immunchemischer Nachweis von α5β1-Integrin in mehrschichtigen
Plattenepithelien
Normale, humane Haut expremiert kein α5β1-Integrin [81]. Das Integrin wird von akti-
vierten Keratinozyten expremiert. Die Aktivierung der Keratinozyten erfolgt wa¨hrend
der Wundheilung oder bei ihrer solita¨ren Kultivierung sowie in Explantatkulturen
[27, 58]. In der fru¨hen Reepithelisationsphase (1. bis 3. Tag) konnte in Hautwunden ei-
ne Induktion der α5β1-Expression in Migrationskeratinozyten festgestellt werden [74].
In humanen, peridontalen Wundra¨ndern waren zusa¨tzlich basale Zelllagen immunhi-
stochemisch positiv [81].
Im Gegensatz zu Keratinozyten binden Wundfibroblasten Fibronektion u¨ber zwei In-
tegrine, α5β1 und α4β1. In vivo-Untersuchungen konnten in Wundfibroblasten eine
maximale α5β1-Expression erst nach deren Migration und wa¨hrend der Etablierung
ihrer Verbindungen zur EZM nachweisen. Nach weiteren Studien kam man zu dem
Ergebnis, dass in Fibroblasten-a¨hnlichen Zelllinien α4β1-Integrinrezeptor die Migra-
tion vermittelt. Die u¨berma¨ßige α5β1-Expression suppremierte deren Migration und
induzierte ihre Anhaftung [27].
2.14.3 Das α2β1-Integrin (CD49b)
α2β1-Integrin ist der Rezeptor fu¨r Kollagen I-IV, Kollagen VI und Laminin. Er wird auf
Leukozyten, Thrombozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und Epithelzellen expremiert
[106].
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Kollagenrezeptoren regulieren eine Vielzahl von zellularen Reaktionen, unter anderem
die Integrita¨t kollagener EZM durch Steuerung von Matrixabbau und -erneuerung [151].
2.14.3.1 Immunchemischer Nachweis von α2β1-Integrin in mehrschichtigen
Plattenepithelien
Immunhistochemisch ist α2β1 prima¨r in der Peripherie basaler, natu¨rlicher epiderma-
ler Keratinozyten (NEK) und Mundschleimhaut-Keratinozyten lokalisiert [169, 82]. In
humanen Spalthautproben fa¨rben sich zudem das Str. spinosum und fokal das Str. gra-
nulosum [101, 100].
Von Wundkeratinozyten wird α2β1-Integrin konstant expremiert. Wa¨hrend der akuten
Wundheilungsphase (1. bis 3. Tag) formieren Mundschleimhaut-Keratinozyten anWun-
dra¨ndern filopodienartige Membranausla¨ufer und expremieren dort α2β1-Integrin. Ab
dem 3. Tag nach Verwundung sind in der Mundschleimhaut verschiedene epidermale
Schichten Integrin-postitiv [81].
2.15 Zytokeratine (CK)
Zytokeratine sind intrazellulare Strukturproteine und bilden mit den Aktin-Mikro-
filamenten und ro¨hrenfo¨rmigen Mikrotubuli das Zytoskellet [95]. Sie stellen eine Klas-
se der Intermedia¨rfilamente dar, von welchen es sieben verschiedene Proteinklassen
gibt und deren Vorkommen zelltypspezifisch ist. Intermedia¨rfilamente der Epithelzel-
len geho¨ren der Zytokeratinklasse an [19]. Diese aus Keratinen gebildeten 10 nm großen
Filamente verankern sich in den Punktdesmosomen und haben außer ihrer strukturge-
benden auch spannungstragende Funktion [95].
Die Familie der Zytokeratine besteht aus 30 nah verwandten Proteinen [95]. Auf-
grund von Homologievergleichen der Aminosa¨uresequenzen ko¨nnen die Proteine in
saure (Typ I) und basische/neutrale (Typ II) Unterklassen eingeteilt werden. Die sau-
ren Zytokeratine (9-20) haben ein relatives Molekulargewicht von 40-64 kDa, die der
Unterklasse Typ II, bestehend aus den Zytokeratinen 1-8, besitzen ein relatives Mole-
kulargewicht von 52-68 kDa [144].
Zytokeratine und alle anderen Proteinvorstufen von Intermedia¨rfilamenten bestehen
aus drei Hauptsegmenten: ein nicht helikales Kopf- und Schwanzsegment und dazwi-
schen das stark konservierte α-helikale Mittelsegment. Die zentrale α-helikale Doma¨ne
ist charakterisiert durch eine mehrmals wiederkehrende Aminosa¨uresequenz vom Typ
(abcdefg)n [36]. Dieses Mittelsegment ist die Ursache fu¨r hohe Homologien (50-99%)
innerhalb der Unterklassen. Dagegen weisen die Typ I- und Typ II- Unterklassen sel-
tener u¨bereinstimmende Strukturen (25-35%) auf [19]. Zytokeratine sind Tetramer-
Komplexe, welche aus jeweils zwei Heterodimeren der Typ I- und Typ II- Unterklasse
bestehen. Epithelzellen expremieren die Heterodimere der einzelnen Unterklassen in
der Regel paarweise [144].
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2.15.1 Zytokeratine als Differenzierungsmarker in normaler
Epidermis
In der humanen Haut werden entsprechend den Differenzierungsschichten spezifische
Zytokeratine expremiert. Das Expressionsmuster kann daher Auskunft u¨ber die hiera-
chische Organisation und den Differenzierungsgrad eines Epithelgewebes geben.
CK-14/5 kommt ausschließlich in der Basalschicht normaler Epidermis vor. In supra-
basalen, epidermalen Schichten sind die so genannten Reifungszytokeratine CK-1/10
und CK-1/11 zu finden. Sie kommen in terminal differenzierten und verhornten Zellen
vor [95]. Unter physiologischen Bedingungen kommen in der humanen Epidermis keine
irregula¨ren Zytokeratine vor. Diese sind beispielsweise CK-4, -6, -7, -8, -13, -16, -17,
-18 und -19 [15, 137]. CK-6/16 und CK-17 sind so genannte hyperproliferative Zy-
tokeratine [21]. Irregula¨r ausdifferenzierte Epithelien synthetisieren CK-6/16, zudem
ist das CK-Paar ein Indikator fu¨r aktivierte Keratinozyten [142] und wird wa¨hrend
der Wundheilung synthetisiert [19]. Die Zytokeratine 7, 8, 18 und 19 sind typische
Markerproteine einfacher, innerer und Wechsel-Epithelien [137].
2.15.2 Zytokeratinexpression von HaCaT-Zellen
In Transplantationsstudien an Nacktma¨usen war das expremierte Keratinmuster von
HaCaT-Zellen, einschließlich des basalen CK-14/5 und dem suprabasalen CK-Paar
1/10, beinahe identisch mit dem von Transplantaten normaler Keratinozyten [21]. Im
Vergleich zur natu¨rlichen Epidermis ergaben Proteinanalysen des rekonstruierten Epi-
thels jedoch abweichende Ergebnisse. Beide Transplantationsmodelle zeigten eine per-
manente, suprabasale CK-6/16 Produktion [21]. Diese Beobachtungen sind konsistent
mit solchen an luftexponierten, humanen (adulten) Keratinozytenkulturen auf DED
[115] oder auf einer Kollagenmatrix mit eingebetteten Fibroblasten [142]. Die atypische
Expression hyperproliferativer Zytokeratine (CK-6, CK-16) la¨sst sich mit der generel-
len hyperplastischen Morphologie von Transplantaten erkla¨ren [21] bzw. kann ein durch
Xenotransplantation irritiertes und vermehrt dynamisches Gewebestadium andeuten
[21]. In organotypischen Co-Kulturen sind mo¨glicherweise suboptimale Wachstumsbe-
dingungen der Grund fu¨r hyperproliferative Zytokeratine [115]. Stark [142] vermutet
ebenfalls eine regenerative Stimulierung suprabasaler Keratinozyten wa¨hrend ihrer Co-
Kultivierung.
In HaCaT-Zellkulturen war die regelma¨ßige Synthese von CK-6/16 gemeinsam mit CK-
14/5 und CK-17 festzustellen. Bei niedriger Zelldichte, subkonfluenter Kultivierung und
hohem Vitamin A-Mediumgehalt produzieren HaCaT-Monokulturen voru¨bergehend
die Zytokeratine 7, 8, 18 und 19 [137, 21]. Diese, fu¨r die Epidermis atypischen, Zytoke-
ratine konnten immunhistochemisch in HaCaT-Transplantaten und in luftexponierten,
ausdifferenzierten organotypischen Co-Kulturen nicht nachgewiesen werden [137, 21].
Nach Transplantation der HaCaT-Keratinozyten und der Anwesenheit anderen Zellen
sowie der Blutversorgung, welche zusa¨tzliche Faktoren bereitstellen, kann eine beinah
regula¨re und homogenen Zytokeratinexpression erzielt werden [21]. Dennoch, obwohl
HaCaT-Zellen Genexpressionen von terminalen Differenzierungproteinen aufweisen, ist
die Kontrolle der Gene anomal. Dieser Mangel kann weder durch verschiedene Na¨hr-
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medien noch durch vera¨nderte Kulturbedingungen beseitigt werden [15].
Kapitel 3
Material und Methoden
3.1 Herkunft und Art der Zelllinien und des Biop-
siematerials sowie deren Subkultivierung
3.1.1 Human Dermal Fibroblasts adult (HDFa)
Die prima¨ren Fibroblasten (Fa. Cascade Biologics, bestellbar u¨ber Fa. Tebu, Frankfurt
a. M., Deutschland) entstammen der Haut eines 25-ja¨hrigen, gesunden, ma¨nnlichen
Spenders. Die Lebensdauer der Normalzelllinie ist auf ca. 17 Generationen begrenzt.
Die HDFa-Zelllinie ist auf pathogene Viren (HIV, Hepatits B und Hepatits C), Bakte-
rien und Mycoplasmen untersucht.
Die kryokonservierten HDFa wurden ebenso wie die Keratinozyten in 75 cm2-Kultur-
gefa¨ßen als Zellsuspension im Brutschrank bei 37◦C, 95% Luftfeuchtigkeit und einem
CO2-Anteil von 5% kultiviert. Als Kulturmedium kamen Dulbecco‘s Modified Eagle
Medium (DMEM) mit 10% FCS (Fetal Calf Serum) und 5 ml Penicillin-Streptomycin-
Lo¨sung zum Einsatz. Der Mediumwechsel erfolgte im Wechsel nach drei oder vier
Tagen. Nach vier bis fu¨nf Tagen konnte der entstandene konfluente Fibroblasten-
Monolayer passagiert werden. Zuna¨chst wurde das Kulturmedium entfernt und ver-
worfen.
Zur enzymatischen Dissoziation wurde der Zellrasen mit 4,5 ml Trypsin fu¨r eine 75 cm2-
Kulturflasche im Brutschrank fu¨r 6 Minuten inkubiert. Ob sich die Zellen ausreichend
von der Kulturflasche gelo¨st hatten, konnte makroskopisch anhand der Tru¨bung der
Trypsinlo¨sung abgescha¨tzt und mikroskopisch u¨berpru¨ft werden. Nach dem Beschicken
der neuen Kulturgefa¨ße mit 12 ml DMEM wurde jeweils 1,5 ml Zellsuspension zur
Subkultivierung u¨berfu¨hrt.
3.1.2 HaCaT-Keratinozyten
Wie zuvor in Abschnitt 2.4 genauer beschrieben, entstammt die spontan transformierte
Zelllinie der normalen Ru¨ckenhaut eines Spenders [18]. Die immortalisierten HaCaT-
Keratinozyten (freundlicherweise zur Verfu¨gung gestellt von Prof. Fusenig und Dr.
Breitkreuz, DKFZ, Heidelberg) sind fu¨r ihre Fa¨higkeit zur Differenzierung bekannt
und wurden als epidermale Zellen eingesetzt.
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Die unter Abschnitt 3.1.1 beschriebene Kultivierungsmethode wurde fu¨r die HaCaT-
Keratinozyten adaptiert und dabei wie folgt geringfu¨gig modifiziert: Aufgrund der aus-
gepra¨gten Proliferation war eine Passagierung schon nach drei Tagen mo¨glich. Fu¨r die
enzymatische Dissoziation wurde der Zellrasen fu¨r 8-12 Minuten im Brutschrank in-
kubiert. Zur Subkultivierung war die U¨berfu¨hrung von 1 ml Zellsuspension in neue
Zellkulturflaschen ausreichend. Ansonsten wurde die Passagierung entsprechend dem
zuvor beschriebenen Protokoll durchgefu¨hrt.
Beide Zelllinien konnten unter dem Mikroskop auf die Erhaltung ihrer normalen Mor-
phologie u¨berpru¨ft und beurteilt werden.
3.1.3 Spalthaut
Die verwendete Spalthaut wurde nach schriftlicher Aufkla¨rung und Einversta¨ndniser-
kla¨rung von Patienten ohne Altersbegrenzung gewonnen, die sich aufgrund eines ma-
lignen Hauttumors (Basaliom, Spinocellularcarcinom, Morbus Bowen) einer Radatio
unterzogen. Vor Therapiebegin wurde die Probebiopsie aus dem Tumorrandbereich
unter Lokalana¨sthesie in der Klinik und Poliklinik fu¨r Dermatologie und Allergologie
der TU Mu¨nchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. J. Ring) entnommen. Der Wundschluss er-
folgte mit nicht resorbierbaren Fa¨den.
Unmittelbar postoperativ wurde die Spalthaut in flu¨ssigen Stickstoff transferiert und
bei -80◦C gelagert. Nach der Fixation des Gewebes im Kryomedium konnten 5µm
Gefrierschnitte angefertigt werden. Die weitere Verarbeitung erfolgte gema¨ß der in Ab-
schnitt 3.4 beschriebenen Methode.
3.2 Wachstumskurven
Um das Wachstumsverhalten der Zelllinien HaCaT und HDFa ohne bzw. nach Bestrah-
lung zu bestimmen, wurden Kulturen der beiden Zellarten gezu¨chtet, mit verschiedenen
Dosen bestrahlt und die Zellzahlen im Abstand von 24 h ermittelt. Dadurch ließen sich
Wachstumsrate µ und Zellverdopplungszeit t2 fu¨r die exponentielle Wachstumsphase
bestimmen.
3.2.1 Pra¨parierung der Zellkulturen
Fu¨r den Ansatz der Zellkulturen wurden Zellen verwendet, die sich bei Entnahme
aus der Stammkultur in der exponentiellen Wachstumsphase befanden (der Zellrasen
der Stammkultur durfte zu diesem Zeitpunkt die Bodenfla¨che der Kulturflasche nicht
vollsta¨ndig, sondern nur zu etwa 90% bedecken).
Nach Ablo¨sen der Zellen wurde das Trypsin mit einer a¨quivalenten Menge an DMEM-
Medium inaktiviert und die Zellsuspension in ein Falcon©r -Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Durch
kra¨ftiges Auf- und Abpipettieren konnte einerseits die Vereinzelung von Zellklumpen,
anderseits eine sorgfa¨ltige Durchmischung der unverdu¨nnten und verdu¨nnten Stamm-
suspensionen erzielt werden. Danach erfolgte die Zellza¨hlung eines Alliquots in der
Neubauer Za¨hlkammer. Aufgrund hoher Zelldichten in den HaCaT-Kulturen wurde
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deren Stammsuspension zuna¨chst 1:10 verdu¨nnt und anschließend die Zellza¨hlung vor-
genommen. Die pro Zellkulturflasche beno¨tigte Zellsuspensionsmenge fu¨r die erwu¨nsch-
te Zellkonzentration konnte anhand der Zellzahl ermittelt werden.
Fu¨r den Gesamtansatz wurden drei Kulturflaschen pro Tag und Bestrahlungsdosis
pra¨pariert. Fu¨r die Gesamtdauer des Versuchs von sieben Tagen ergab sich bei fu¨nf ver-
schiedenen Dosen (einschließlich der unbestrahlten Kontrolle) eine Anzahl von 5×7×3 =
105 Zellkulturflaschen.
Im Durchschnitt wurden pro Kulturflasche (25 cm2) 228333 HaCaT-Zellen und 296000
HDFa-Zellen eingesa¨t und mit einer entsprechenden DMEM-Mediummenge auf insge-
samt 6 ml aufgefu¨llt.
3.2.2 Bestrahlung der Zellen
Die Zellen wurden gleich nach dem Ansetzen mit 1 Gy, 3 Gy, 5 Gy und 7 Gy bei
Raumtemperatur bestrahlt, fu¨r jeden Untersuchungstag existierten außerdem drei un-
bestrahlte Kontrollkulturen.
Bei jeder Einzeldosisbestahlung waren jeweils drei Zellkulturen 240 kV Ro¨ntgenstrah-
len ausgesetzt (Ro¨ntgenro¨hre: Isovolt 320/10, Fa. Seifert, Ahrensburg, Deutschland),
gefiltert durch 3 mm Beryllium. Bei einem Abstand von 38 cm zwischen Fokus der
Ro¨hre und Zellkultur, sowie einem Ro¨hrenstrom von 13 mA, betrug die Dosisleistung
1 Gy/min. Mit dem Referenzstrahler Sr90 wurde die Ro¨hre geeicht und die absorbierte
Strahlung mittels eines Duplex-Dosimeters (SN4, Fa. CPTW, Freiburg) gemessen.
3.2.3 Ermittlung der Zellzahl
Wie oben beschrieben, sind zur Bestimmung von Wachstumsrate und Verdopplungs-
zeit der Zelllinien an sieben aufeinanderfolgenden Tagen die Zellzahlen p.r. ermittelt
worden. An den Untersuchungszeitpunkten wurden dazu drei getrennte Kulturflaschen
je Strahlendosis ausgewertet.
Fu¨r die Zellza¨hlung wurde der Zellkulturu¨berstand verworfen. Zur vollsta¨ndigen Ab-
lo¨sung des Zellrasens waren fu¨r HaCaT-Zellkulturen 4 ml, fu¨r HDFa-Zellen 3 ml Trypsin
notwendig. Das weitere Vorgehen bei der Aufbereitung fu¨r den Ausza¨hlvorgang verlief
wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben.
Da HaCaT-Zellen zur Aggregation neigen, wurde zur besseren Vereinzelung 1 ml der
verdu¨nnten Stammsuspension auf dem Ru¨ttler durchmischt und mit Standardtips von
abnehmender Gro¨ße (s. 3.4.5) wiederholt pipettiert. Anschließend erfolgte die Aus-
za¨hlung des Alliquots in der Neubauer Za¨hlkammer.
3.2.4 Auswertung der Wachstumskurven (lineare Regression)
In einer idealen, exponentiell wachsenden Zellkultur wird die zeitliche Entwicklung der
Zellzahl N beschrieben durch
N(t) = N0 · eµ·t , (3.1)
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wobei µ die Wachstumsrate und N0 die eingesa¨te Zellzahl ist. Durch Logarithmieren
erha¨lt man
lnN(t) = µ · t+ lnN0 . (3.2)
Die ermittelten Zellzahlen N(ti) wurden halblogarithmisch gegen die Zeitpunkte ti
aufgetragen (vgl. Abb. 4.1, Abschnitt 4.1). Im Bereich des exponentiellen Wachstums
la¨ßt sich dann mittels der Gaußschen Methode der kleinsten Quadrate ([146, 157]) die
Regressionsgerade
y(t) = a · t+ b
(3.2)
= µ · t+ ln (N0) = ln (N (t)) (3.3)
berechnen. Die Wachstumsrate µ erha¨lt man demnach aus der Geradensteigung.
Die Unsicherheiten von Steigung a (bzw. µ) und Achsenabschnitt b ergeben sich zu
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die Koeffizientendeterminante darstellt. Hierbei
sind die Wichtungsfaktoren wi = (∆yi)
−2 eingefu¨hrt, um die Meßpunkte mit kleineren
Schwankungen sta¨rker zu beru¨cksichtigen.
Die Anzahl n der Datenpunkte, u¨ber die summiert wird, ergibt sich aus dem Bereich
der Kurve, in dem exponentielles Wachstum stattfindet. Bevor die Zellkultur in die
exponentielle Phase u¨bergeht, durchla¨uft sie die so genannte lag-Phase (µ = 0) und die
Beschleunigungsphase (µ < 0). Deswegen muss der Bereich exponentiellen Wachstums
fu¨r jede Wachstumskurve je nach Verlauf festgelegt werden.
Die Zellverdopplungszeit t2 folgt mit N(t2)
!
= 2N0 aus Gl. (3.3),
t2 = t2 (µ) =
1
µ
· ln2 . (3.6)
Fu¨r die Unsicherheit der Verdopplungszeit ∆t2 erha¨lt man mittels Gaußscher Fehler-
fortpflanzung [146]
∆t2 = ln2 ·
∣∣∣∣− 1µ 2
∣∣∣∣ = ln2 · 1µ 2 . (3.7)
Die Werte von µ und t2 mit Fehlern fu¨r die verschiedenen Zellkulturen sind in den Tab.
4.1 und 4.2 aufgefu¨hrt.
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Abbildung 3.1: Schematischer Querschnitt einer 6-Well-Platte mit eingelegtem Kollagen-
schwamm.
3.3 Anzu¨chtung der Zellen in einer Co-Kultur
Auf der Grundlage von vero¨ffentlichten Protokollen zur Zu¨chtung organotypischer Co-
Kulturen von Smola [139] und Fusenig [50] wurde das neue dreidimensionale Hauta¨qui-
valent von Dr. Kehe (Institut fu¨r Radiobiologie der Bundeswehr, Mu¨nchen) entwickelt
[76].
3.3.1 Methodik zur Herstellung des standardisierten Hauta¨qui-
valents
Das organotypische Hautmodell besteht aus folgenden Komponenten: einer vorgefer-
tigten Kollagenmatrix, HDFa-Fibroblasten und HaCaT-Keratinozyten.
Die gefriergetrocknete Kollagenmatrix diente als Dermisa¨quivalent, freundlicherweise
zur Verfu¨gung gestellt von Prof. Dr. Rau, Helmholtz-Institut fu¨r biomedizinische Tech-
nik in Aachen. Die Matrix ist eine aus Rinderha¨uten gewonnene Kollagenmischung
vom Typ I und Typ IV, welche nach dem in [135] beschriebenen Protokoll hergestellt
wird. In diese werden prima¨re, humane HDFa-Fibroblasten eingebracht. Die immorta-
lisierten HaCaT-Keratinozyten wurden als epidermale Zellen eingesetzt.
Die Anzu¨chtung des Hautmodells erfolgt in Multiwell-Zellkulturplatten (Deep-Well-
Platten) mit Korbeinsa¨tzen. Die Ko¨rbe enthalten eine Polyethylen Terephthalat (PET)
-Membran mit einem Porendurchmesser von 0.4 µm, welche die wechselseitige Diffusion
von Na¨hrmedium und Zytokinen ermo¨glicht (s. Abb. 3.1).
3.3.1.1 Vorbereitung der Zellen
Entsprechend dem beschriebenen Protokoll zur Subkultivierung von Zelllinien wurden
die Monolayerkulturen der Fibroblasten und Keratinozyten zuna¨chst mit 4,5 ml Tryp-
sin enzymatisch von den Kulturgefa¨ßen gelo¨st. Zur Schonung der Zellen wurde die
Enzymlo¨sung mit dem gleichen Volumen DMEM-Na¨hrmedium neutralisiert.
Aus der entstandenen Zellsuspension wurde nun dreimal je 1 ml entnommen, mit Hilfe
der Neubauer Za¨hlkammer die darin enthaltenen Zellzahlen bestimmt und anschließend
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gemittelt.
Anhand der mittleren ausgeza¨hlten Zellzahl konnte nun die beno¨tigte Suspensionsmen-
ge errechnet und aus der Zellkulturflasche entnommen werden. Anschließend wurde die
Zellsuspension 9 Minuten lang bei 18 ◦C und 1100 Umdrehungen pro Minute zentrifu-
giert.
Das resultierende Zellpelett wurde in der entsprechenden Mediummenge resuspen-
diert und durch Auf- und Abpipettieren gleichma¨ßig durchmischt. Dadurch konnte
die beno¨tigte Zellanzahl pro Hautmodell auf ein minimales Volumen von 0,5 ml Sus-
pensionslo¨sung konzentriert werden.
3.3.1.2 Tag 1-6: Einlegen der Kollagenmatrix und Einsaat der Fibroblasten
Unter sterilen Bedingungen wurden die vorgefertigten Kollagenschwa¨mme in die Ein-
satzko¨rbe der Deep-Well-Platte gelegt. Auf der quaderfo¨rmigen Kollagenmatrix mit
einer Abmessung von 1,5×1,5 cm2, einer Dicke von 0,3 cm und der Porenweite von
10 µm wurden nun etwa 250.000 Fibroblasten pro Hautmodell aufgebracht. Es war
darauf zu achten, dass die Fibroblastensuspension gleichma¨ßig u¨ber die Oberfla¨che
der Kollagenmatrix verteilt wurde, damit die Zellen regelma¨ßig durch die vorhandenen
Poren in das Kollagen einwandern konnten (s. Abb. 3.2). Abschließend wurde die Deep-
Well-Platte mit 11 ml FAD-10% Kulturmedium befu¨llt, so dass der Kollagenschwamm
bis zu seiner halben Ho¨he vom Medium umschlossen war. Das Na¨hrmedium wurde
abwechselnd jeden dritten oder vierten Tag ersetzt. Zwischen der fu¨nften und sech-
sten Kultivierungswoche wurde der erho¨hte Na¨hrstoffbedarf des Epithels durch einen
zweita¨gigen Mediumwechsel kompensiert.
Die Adaption der Fibroblasten an die neue Umgebung sowie deren Migration und
Besiedlung der Kollagenmatrix erfolgte wa¨hrend der siebenta¨gigen Kultivierung im
Brutschrank.
3.3.1.3 Tag 7: Aufbringen der Keratinozyten auf die Kollagenmatrix
Pro Hautmodell wurden ca. 500.000 HaCaT-Keratinozyten auf die Oberfla¨che des Kol-
lagenschwamms aufgetragen (Abb. 3.2). Das Hauta¨quivalent wurde nun fu¨r weitere
vier bis fu¨nf Wochen im Brutschrank kultiviert (bei 37 ◦C, 95% Luftfeuchtigkeit, 5%
CO2-Gehalt). In dieser Zeit differenzierten sich die Keratinozyten am U¨bergang eines
Medium-Luft-Milieus aus und bildeten ein mehrschichtiges Epithel (Abb. 3.3).
Die ausdifferenzierte Epidermis war damit bereit, verwundet und bestrahlt zu werden.
3.3.2 Methodik zur Herstellung des Hauta¨quivalents mit er-
ho¨hten Zellzahlen
In separaten Ansa¨tzen wurden Hautmodelle mit einer erho¨hten Ausgangszellzahl ange-
setzt. Die Vorgehensweise bei der Anzu¨chtung dieses Hauta¨quivalents erfolgte nach dem
zuvor beschriebenen Protokoll. Vera¨ndert war lediglich die Anzahl der aufgetragenen
Zellen. Pro Hautmodell wurden 400.000 statt 250.000 Fibroblasten in die Kollagenma-
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Abbildung 3.2: Die Aufsaat der HaCaT-Keratinozyten auf die Kollagenmatrix erfolgt nach
deren Besiedlung durch Fibroblasten.
Abbildung 3.3: HaCaT-Zellen bilden eine ausdifferenzierte, mehrschichtige Epidermis.
trix eingebracht und 750.000 anstatt 500.000 Keratinozyten auf die Matrixoberfla¨che
gesa¨t. Das Auftragen von zuna¨chst 500.000 HaCaT-Zellen erfolgte ebenso gema¨ß dem
beschriebenen Protokoll. Nach einer weiteren einwo¨chigen Kultivierungsdauer wurden
die restlichen 250.000 Keratinozyten auf das neugebildete Epithel der Modelle gegeben.
3.3.3 Verwundung und Bestrahlung des Hautmodells
Der Manipulationszeitpunkt am Hautmodell wurde im ersten Versuch nach makrosko-
pischer Beurteilung der Ausdifferenzierung festgelegt. Die Kultivierungsdauer betrug
30 Tage.
Um eine verbesserte Ausdifferenzierung zu erzielen, sollten in den folgenden Hautmo-
dellansa¨tzen die Bestrahlung und Verwundung fru¨hestens mit 42 Tagen vorgenommen
werden. Diese Kultivierungszeit konnte allerdings in drei Versuchen nicht eingehalten
werden. Am 38. Kultivierungstag setzte bei einigen Hauta¨quivalenten ein fortschrei-
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tender Auflo¨sungsprozess der Kollagenmatrix ein, weshalb der Manipulationszeitpunkt
vorgezogen wurde. In den vier folgenden Hautmodellansa¨tze ist die Verwundung und
Bestrahlung dreimal nach 38 Kultivierungstagen durchgefu¨hrt worden und einmal nach
43 Tagen.
3.3.3.1 Verwundung
Die Verwundung der Epidermis erfolgte unter sterilen Bedingungen. Das Hautmodell
wurde den Kultureinsatzko¨rben entnommen und auf einen umgekehrten Petrischalen-
deckel gelegt. Wa¨hrend das Epithel von dorsal mit einer feinen, gespreizten Pinzette
fixiert wurde, konnte die ca. 1 cm lange Schnittwunde innerhalb der Pinzettenschenkel
gesetzt werden.
Ohne direkte Fixierung der Epidermis schob sich das Gewebe beim Schneiden vor der
Skalpellklinge aufeinander. Es war weiterhin darauf zu achten, das Skalpell mit ange-
messenem Druck u¨ber das Epithel zu fu¨hren, um die Verletzung der Kollagenmatrix
mo¨glichst gering zu halten.
3.3.3.2 Bestrahlung
Die 6-Well-Platten mit den Co-Kulturen wurden bei Raumtemperatur (RT) und einem
Abstand von 38 cm mit der in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Ro¨ntgenro¨hre bestrahlt.
Die Einzelstrahlendosen betrugen 2,5 Gy und 5 Gy.
Wa¨hrend der Verwundung und Bestrahlung wurden die u¨brigen Hauta¨quivalente aus
dem Brutschrank entnommen und bei RT unter der Sterilbank belassen, um mo¨glichst
gleiche Bedingungen zu schaffen. Anschließend wurden die verwundeten und bestrahl-
ten Gewebe fu¨r weitere 48 h und 7/81 Tage im Brutschrank kultiviert und dann zur
Fixierung entnommen.
3.3.4 Gewebefixation
Fu¨r die histologische Aufbereitung der Co-Kultur wa¨hlten wir die Kryostatpra¨parati-
on.
Geku¨hlte Metallformen wurden mit Einbettmedium ausgekleidet, das zu konservieren-
de Gewebe eingelegt und vollsta¨ndig mit Einbettmedium bedeckt, um eine mo¨glichst
komplette Umschließung des Fixativs zu erreichen. Unmittelbar danach wurde der Ge-
webeblock bei minus 20 ◦C tiefgefroren und spa¨ter bei minus 70 ◦C gelagert.
3.3.5 Projektspezifische Materialien und Chemikalien mit Be-
zugsquellen
• Ascorbinsa¨ure (ASC), Artikel-Nr. HO135, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland
1Von den zwei verwundeten Hautmodellansa¨tzen wurde ein Ansatz fu¨r 7 Tage, der andere fu¨r 8
Tage kultiviert. Das gleiche gilt fu¨r die bestrahlten Ansa¨tze: der mit 2,5 Gy bestrahlte wurde 7 Tage,
der mit 5 Gy bestrahlte 8 Tage kultiviert. Die Notation ‘7/8’ ist im folgenden in diesem Sinne zu
verstehen.
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• Choleratoxin (CT), Artikel-Nr. C3012, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutsch-
land
• Falcon-Multiwell-Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen fu¨r 25 mm Zellkultureinsa¨tze,
Polystyrol (Falcon Companion TC Plate), Artikel-Nr. 3502, Becton Dickinson,
Deutschland
• Falcon-Zellkultureinsa¨tze 0.4 µm Porengro¨ße (Cell Culture Insert, PET,
”
track-
etched“ Membranes), Artikel-Nr. 3090, Becton Dickinson, Deutschland
• Human Dermal Fibroblasts (adult), HDFa, Firma Cascade Biologics, Inc., bestell-
bar u¨ber die Firma TEBU, Artikel-Nr. C-013-5C, Frankfurt a. M., Deutschland
• Hydrokortison (HC), Artikel-Nr. A4034, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland
• Kollagenschwa¨mme mit def. Porenstruktur, Helmholtz-Institut fu¨r Biomedizini-
sche Technik, Aachen, Deutschland
• Kulturmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), Best.-Nr. 41966-
029, Gibco BRL, Deutschland
• Nutrient Mixture F-12 (Ham), Best.-Nr. 21765-029, Gibco, Deutschland
• Penicillin-Streptomycin-Lo¨sung, Artikel-Nr. 1670149 (Gold-Standard, 5000 IU
Pen. pro ml, 5 mg Strep. pro ml)
• Trypsin-EDTA Solution (1×), Artikel-Nr. 210242, Boehringer, Mannheim, Deutsch-
land
• FCS (Fo¨tales Ka¨lberserum), Artikel-Nr. 210.463, Boehringer, Mannheim, Deutsch-
land
3.3.6 Verwendete Arbeitsgera¨te und Labormaterial
• Anatomische Pinzette zum Einlegen des Kollagenpla¨ttchens in die Zellkultur-
einsa¨tze
• Anatomische Pinzette fein zur Verwundung des Epithels
• Automatischer Pipetus Akku, Hirschmann
• Becherglas (150 ml)
• Ro¨ntgenro¨hre: Isovolt 320/10, Fa. Seifert, Ahrensburg, Deutschland
• Cytoperm Brutschrank, Typ 8080/8088, Heraeus, Osterode, Deutschland
• Eppendorf-Pipetten (0,5-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl)
• Falcon-Zellkulturflaschen, 25 cm2, Becton Dickinson, Meylon Cedex, Frankreich
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• Falcon-Zellkulturflaschen, 75 cm2, Becton Dickinson, Le Pont De Claix, Frank-
reich
• Falcon-Serological Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml), Becton Dickinson, Le Pont
De Claix, Frankreich
• Fluoreszenz-Mikroskop, Typ Fluovert, Leitz, Deutschland
• Neubauer Za¨hlkammer
• Standardtips fu¨r Eppendorf-Pipetten (10 µl, 100 µl, 1000 µl)
• Sterilbank, Typ Sofiltra, Rewa, Reichertshausen, Deutschland
• Zentrifuge, Typ RP 230/240V/50Hz, Nr. 4300, Hettich, Rotanta
3.3.7 Verwendete Lo¨sungen
3.3.7.1 Kulturmedium fu¨r HDFa- und HaCaT- Zellen
Bestandteile von 500 ml Na¨hrmedium:
• 5 ml Penicillin-Streptomycin-Lo¨sung
• 50 ml FCS (Fo¨tales Ka¨lberserum)
• 445 ml DMEM
3.3.7.2 Kulturmedium fu¨r Co-Kultur (FAD-Medium)
Bestandteile von 555 ml Na¨hrmedium:
• 375 ml DMEM
• 125 ml Ham F-12
• 50 ml FCS
• 5 ml Penicillin-Streptomycin-Suspension
• 10−10 M Choleratoxin
• 0,4 µg/ml Hydrocortison
• 50 µg/ml Ascorbinsa¨ure
3.4 Immunhistochemische Fa¨rbung
3.4.1 Herstellung und Vorbehandlung der Schnittpra¨parate
Zur Anfertigung der histologischen Schnitte wurde das Hautmodell am Kryostat (Kryo-
stat 1720 digital, Leitz, Deutschland) mit einer Dicke von 9-12 µm geschnitten.
Die gewonnenen Schnittpra¨parate wurden aufeinanderfolgend auf selbsthaftende Ob-
jekttra¨ger (SuperFrost Plus©r ) aufgezogen. Das sorgfa¨ltige Aufziehen der Kryoschnitte
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ist die Voraussetzung fu¨r eine erfolgreiche immunhistochemische Fa¨rbung, welche einen
faltenfreien, unkomprimierten Querschnitt des Hautmodells erfordert. Mittels Mikro-
skop wurden die Kryoschnitte auf ihre Verwendbarkeit u¨berpru¨ft.
Anschließend wurden die Objekttra¨ger fu¨r mindestens vier Stunden oder u¨ber Nacht auf
einer Heizplatte bei 37 ◦C luftgetrocknet. Damit sollte das Abschwimmen der Pra¨pa-
rate vom Objekttra¨ger wa¨hrend des Fa¨rbevorgangs verhindert werden.
Als abschließende Vorbehandlung wurden die Pra¨parate fu¨r 5 min. in Aqua dest. be-
lassen, um das restliche Einbettmedium herauszulo¨sen.
3.4.2 Immunhistochemische Fa¨rbeverfahren zum Antigennach-
weis
3.4.2.1 Allgemeine Beschreibung der verwendeten APAAP-Methode
Die Bildung von Immunkomplexen ist das zugrundeliegende Prinzip immunchemischer
Fa¨rbetechniken. Die spezifische Reaktion zwischen Antigen und Antiko¨rper ist der
Grund fu¨r einen pra¨ziseren Nachweis mit dieser Methode im Vergleich zu gewo¨hnli-
chen histochemischen Techniken [108].
Die bei immunhistochemischen Fa¨rbungen verwendeten Antiko¨rper entstammen vor-
wiegend der Immunglobulinklasse G. Das Immunglobulin G (Ig G) hat die Fa¨higkeit,
zwei Antigene gleichzeitig zu binden, und zwar je ein Moleku¨l an jedem monovalen-
ten Fab-Fragment. Die Lokalisierung von nachzuweisenden Antigenen erfolgt mit Hilfe
der Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode. Es han-
delt sich um eine immunenzymatische Fa¨rbetechnik [108].
Zur Durchfu¨hrung des Fa¨rbeverfahrens wurden beno¨tigt:
• unkonjugierte Prima¨rantiko¨rper
• unkonjugierte Sekunda¨rantiko¨rper
• lo¨sliche Enzym-Anti-Enzymkomplexe
• Substratlo¨sung
Ein monoklonales Mausimmunglobulin als Prima¨rantiko¨rper bindet an das zu detektie-
rende Antigen. Prima¨rantiko¨rper und Enzymimmunkomplex entstammen beide dersel-
ben Tierspezies. Der Bru¨ckenantiko¨rper, der entsprechend gegen Immunglobuline dieser
Tierart gerichtet ist, hat somit die Mo¨glichkeit, beide Antiko¨rper miteinander zu verbin-
den. Der Bru¨ckenantiko¨rper, auch Sekunda¨rantiko¨rper genannt, muss im U¨berschuss
zugegeben werden, damit eines der beiden Fab-Fragmente an den Prima¨rantiko¨rper
bindet und das andere zur Bindung des Fc-Fragments des Enzym-Immunkomplexes
frei bleibt.
Enzym-Immunkomplexe setzen sich aus einem bestimmten Enzym und dem entspre-
chenden Immunglobulin zusammen. Der APAAP-Komplex als Beispiel besteht aus zwei
Enzymmoleku¨len, alkalischer Phosphatase und einem dagegen gerichteten Antiko¨rper
(s. Abb. 3.4). Diese Methode gewa¨hrleistet, bedingt durch die natu¨rliche Affinita¨t der
Antiko¨rper zum Antigen, eine gute Sensitivita¨t beim Nachweis von Moleku¨len [108].
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des APAAP Enzym-Immun-Komplexes, modifi-
ziert nach [108].
Das Enzym Alkalische Phosphatase wirkt als Katalysator und spaltet durch Hydroly-
se das Substrat Naphtol-As-Bi-Phosphat in Phenole und Phosphate. Die Phenolkom-
ponenten bilden mit dem Chromogen Neufuchsin ein Diazosalzkomplex, woraus ein
farbintensiver, roter Diazofarbstoff als Reaktionsprodukt entsteht. Dieser photogene,
unlo¨sliche Farbstoff macht immunologisch gebundene Moleku¨le und Zellstrukturen im
histologischen Schnitt sichtbar [108].
3.4.2.2 Durchfu¨hrung der APAAP-Fa¨rbemethode
Zur U¨berpru¨fung des Fa¨rbevorgangs auf unspezifische Antigen-Antiko¨rper-Reaktionen
wurde jeweils ein Objektra¨ger mit Schnittpra¨paraten als Negativkontrolle mitgefu¨hrt.
Die Kontrollpra¨parate wurden mit Aqua dest. anstelle von Prima¨rantiko¨rpern behan-
delt. Der weitere Fa¨rbeablauf erfolgte nach vorgegebenem Fa¨rbeprotokoll. Eine positive
Reaktion ließe auf unspezifische Reaktionen des Bru¨ckenantiko¨rpers bzw. des APAAP-
Komplexes schließen.
Prima¨rantiko¨rper: Nach dem Entfernen u¨berstehender Flu¨ssigkeit wurde auf die
histologischen Schnitte der jeweilige monoklonale Antiko¨rper aufgetragen.
Die Negativkontrolle wurde mit Phosphat-gepufferter Salzlo¨sung (Phosphate Buffe-
red Saline (PBS)) benetzt. Generell ist wa¨hrend des gesamten immunhistochemischen
Fa¨rbevorgangs auf eine vollsta¨ndige Bedeckung der Kryoschnitte zu achten, um die
Austrocknung der Pra¨parate zu vermeiden. Die Verdu¨nnung der Prima¨rantiko¨rper er-
folgte mit PBS. Empirisch ermittelte Verdu¨nnungsverha¨ltnisse fu¨r die entsprechenden
Antigene wurden wie folgt verwendet:
• α5β1-Integrin, Fibronektinrezeptor (CD29/CD49e) 1:50
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• α2β1-Integrin, Kollagenrezeptor (CD29/CD49b) 1:50
• β1-Integrin (CD29) 1:50
• Cytokeratin 1:50
• Endoglin (CD 105) 1:50
• ICAM-1 (CD54) 1:50
• Ki-67 1:70
• TGFβ3 1:50
• TGFβ1 1:50
Die 30-minu¨tige Inkubation der Pra¨parate wurde in einer feuchten Kammer im Brut-
schrank bei 37 ◦C durchgefu¨hrt.
Sekunda¨rantiko¨rper: Dem einmaligen Spu¨len fu¨r 5 Minuten in PBS folgte die In-
kubation mit dem Bru¨ckenantiko¨rper bei Raumtemperatur fu¨r 30 Minuten.
Der Antiko¨rperverdu¨nnung von 1:50 wurde 0,02 ml Humanserum (eigener Spender) pro
ml Verdu¨nnungsflu¨ssigkeit zugesetzt. Dadurch sollen unspezifische Kreuzreaktionen mit
dem organotypischen Gewebe des Hautmodells verhindert und Hintergrundfa¨rbungen
auf ein Minimum reduziert werden.
Beim verwendeten Bru¨ckenantiko¨rper handelt es sich um ein polyklonales Kaninchen-
Anti-Maus-Immunglobulin, das im U¨berschuss aufgetragen wurde. Durch zweimaliges
Spu¨len mit Aqua dest. wurden nicht gebundene, u¨berschu¨ssige Antiko¨rper ausgewa-
schen.
APAAP-Komplex: Der APAAP-Komplex wurde in einer Gebrauchsverdu¨nnung
von 1:50 aufgetragen und fu¨r 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Abschlie-
ßend wurden die Pra¨parate fu¨r weitere 5 Minuten in Aqua dest. gespu¨lt.
3.4.2.3 Immunhistochemische Fa¨rbung der Pra¨parate
Wa¨hrend den Inkubationszeiten wurde die Neufuchsin-Entwicklerlo¨sung hergestellt.
Zuna¨chst wurden drei Ansa¨tze vorbereitet.
Fu¨r die Lo¨sung A wurden 175 ml Entwicklerlo¨sung mit 62,5 ml Propandiol vermischt
und auf einen pH-Wert von 9,75 eingestellt. Anschließend wurden 100 mg Levamisol
zugegeben und darin gelo¨st, um die endogene alkalische Phosphatase-Aktivita¨t zu hem-
men.
Die Lo¨sung B bestand aus 1,5 ml Dimethylformamide, worin 125 mg Naphtol-As-Bi-
Phosphat gelo¨st wurden.
Fu¨r die Herstellung von Lo¨sung C wurde zuna¨chst 50 mg Natriumnitrit unter Schu¨tteln
auf einem Ru¨ttler in 1,25 ml Aqua dest. vollsta¨ndig gelo¨st, danach 0,5 ml Neufuchsin
zugegeben.
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Bei den jeweiligen Ansa¨tzen war unbedingt auf eine vollsta¨ndige Lo¨sung der festen Sub-
stanzen zu achten. Kurz vor Ablauf der letzten Inkubationszeit wurden die 3 Lo¨sungs-
ansa¨tze zusammengemischt, auf einen pH-Wert 8,8 eingestellt und filtriert. Nach kor-
rekter Herstellung der Fa¨rbelo¨sung entstand eine klare, bernsteinfarbene Flu¨ssigkeit.
Die Objekttra¨ger wurden je nach Schnelligkeit der Farbreaktion zwischen 10 und 30
Minuten in der Fa¨rbelo¨sung belassen.
Gegenfa¨rbung mit Ha¨matoxylin-Eosin (HE) nach Mayer: Nach dem Abwa-
schen der u¨bersta¨ndigen Fa¨rbeflu¨ssigkeit durch das Eintauchen der Pra¨parate in ein
Wasserbad erfolgte die Gegenfa¨rbung. Je nach Auspra¨gung der vorherigen Farbreaktion
wurden die Schnittpra¨parate vier bis sechs Sekunden in der Ha¨malaunlo¨sung belassen.
Damit es nicht zu Farbausfa¨llungen wa¨hrend des Fa¨rbevorgangs kommt, wurde die
Ha¨matoxilinlo¨sung zuvor filtriert. Nach mehrmaligem Spu¨len der Schnitte in Leitungs-
wasser erfolgte eine abschließende Bla¨uung fu¨r 10 Minuten im Wasserbad.
Eindecken der Pra¨parate: Zum Eindecken der histologischen Pra¨parate wurde er-
hitzte Kaisers-Glyceringelatine verwendet. Das Eindecken der Schnittpra¨parate musste
sehr sorgfa¨lltig geschehen, um den Einschluss von Luftblasen zu vermeiden.
Ergebnis der Fa¨rbung: Ein positives Fa¨rbeergebnis beruht auf der zuvor beschrie-
benen Enzym-Substratreaktion des APAAP-Komplexes mit Neufuchsin. Es entsteht
ein photogener Diazofarbstoff, der die jeweiligen immunologisch gebundenen Zellstruk-
turen deutlich rot anfa¨rbt. Nach der Gegenfa¨rbung mit Ha¨matoxilin-Eosin stellen sich
nicht markierte Zellkerne und Gewebe bla¨ulich-violett dar.
Zur Vermeidung sto¨render Kristallbildungen in Schnittpra¨paraten wurden spa¨ter alle
PBS-Anwendungen im obigen Fa¨rbeprotokoll durch Aqua dest. ersetzt.
3.4.3 Ha¨matoxylin-Eosin-Fa¨rbung nach Mayer
Zur Beurteilung der Epidermismorphologie ist eine HE-Fa¨rbung geeigneter, da dieses
kurze Fa¨rbeverfahren die Proben vor Chromatolyse und Verlust von Zellmembranen
schu¨tzt.
3.4.3.1 Durchfu¨hrung der HE-Fa¨rbemethode
Zuna¨chst wurden die Objektra¨ger mit den Schnittpra¨paraten 10 Minuten in Aqua dest.
gewa¨ssert. Nun erfolgte das Fa¨rben in Ha¨malaun nach Mayer fu¨r ca. 10 Sekunden.
Danach wurden die Schnitte 10 Minuten in Leitungswasser gebla¨ut und anschließend
mit 0,5%-iger Eosinlo¨sung fu¨r zwei bis drei Minuten gegengefa¨rbt. Zur vollsta¨ndigen
Entfernung der u¨bersta¨ndigen Fa¨rbeflu¨ssigkeit wurden die Pra¨parate zwei bis drei Mal
in Aqua dest. gespu¨lt.
Eindecken der Pra¨parate: Zum Eindecken der histologischen Pra¨parate wurde
erhitzte Kaisers-Glyceringelatine verwendet.
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Ergebnis der Fa¨rbung: Nach der Fa¨rbung von kutanem Gewebe stellen sich Zell-
kerne blau und das Zytoplasma rot dar.
3.4.3.2 Mikroskopische Auswertung
Mit einem Lichtmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) wurden die Pra¨pa-
rate in ma¨anderfo¨rmiger Vorgehensweise zuna¨chst in U¨bersichtsvergro¨ßerung (25-fach)
untersucht. Die Beschreibung der morphologischen Details und des Fa¨rbemusters er-
folgte bei 40- bis 60-facher Vergro¨ßerung.
3.4.4 Projektspezifische Materialien Chemikalien mit Bezugs-
quellen
Antiko¨rper mit Bezugsquellen
• APAAP-Komplex, Artikel-Nr. D0259, DAKO, Glostrup, Da¨nemark
• Kaninchen-Anti-Maus Antiko¨rper, Artikel-Nr. Z0259, DAKO, Glostrup, Da¨ne-
mark
• Maus-Anti-Human CD29, Klon K20, Artikel-Nr. M0889, DAKO, Glostrup, Da¨ne-
mark
• Maus-Anti-Human CD105, Endoglin, Klon SN6h, Artikel-Nr. M 3527, DAKO
CORPORATION, CA, USA
• Maus-Anti-Human Cytokeratin, Klon MNF116, Artikel-Nr. M0821, DAKO, Glos-
trup, Da¨nemark
• Maus-Anti-Human ICAM-1 (CD54), Klon 6.5B5, Artikel-Nr. M 7063, DAKO,
Glostrup, Da¨nemark
• Maus-Anti-Human Integrin α5β1 (CD49e), Klon P1D6, Artikel-Nr. M0604, DA-
KO CORPORATION, CA, USA
• Maus-Anti-Human Integrin α2β1 (CD49b), Klon P1E6, Artikel-Nr. M0603, DA-
KO CORPORATION, CA, USA
• Maus-Anti-Human Ki-67, Klon Ki-67, Artikel-Nr. M0722, DAKO, Glostrup, Da¨ne-
mark
• Maus-Anti-Human TGFβ1, Klon 134A-2b3, Artikel-Nr. GF06, OncogeneTM
Research Products, Cambridge, England
• Maus-Anti-Human TGFβ3, Klon 236-5.2, Artikel-Nr. GF06, OncogeneTM
Research Products, Cambridge, England
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Chemikalien mit Bezugsquellen
• Aqua dest.
• Eisessig 100%, Artikel-Nr. 818755, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Eosin G fu¨r die Mikroskopie, Artikel-Nr. 115935, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Ethanol absolut (pro analysi), Artikel-Nr. 1.00974.2511, Merk, Darmstadt,
Deutschland
• HCl rauchend 37%, Artikel-Nr. K12428617, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Kaiser’s Glyceringelatine, Artikel-Nr. 9242, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Kulturmedium: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium), Artikel-Nr. 41966-
029, Gibco BRL, Deutschland
• Levamisol, Artikel-Nr. L 9756, SIGMA, Deisenhofen, Deutschland
• Mayers Ha¨malaun, Artikel-Nr. 1.09249.0500, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Mayers Ha¨malaunlo¨sung fu¨r Mikroskopie, Artikel-Nr. 840290886, Merk, Darm-
stadt, Deutschland
• NaOH, Artikel-Nr. 106498, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Naphtol-As-Bi-Phosphat, Artikel-Nr. N 2250, SIGMA, Deisenhofen, Deutschland
• Natriumchlorid, Artikel-Nr. 6404, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Natriumnitrit, Artikel-Nr. 6549, Merk, Darmstadt, Deutschland
• Neufuchsin, Artikel-Nr. 4041, Merk, Darmstadt, Deutschland
• N,N-Dimethylformamid, Artikel-Nr. 1.02937.0500, Merk, Darmstadt, Deutsch-
land
• PBS (Phosphate buffered saline), Artikel-Nr. 1000-3, SIGMA, Deisenhofen,
Deutschland
• Tris-Base (Trishydroxymethylaminomethan), Artikel-Nr. T 1503, SIGMA, Dei-
senhofen, Deutschland
• Tris-HCL (Trizma-Hydrochlorid), Artikel-Nr. T 3253, SIGMA, Deisenhofen,
Deutschland
• Trypsin-EDTA Solution (1×), Artikel-Nr. 210242, Boehringer, Mannheim,
Deutschland
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3.4.5 Verwendete Arbeitsgera¨te und Labormaterial
Pra¨paration der histologischen Schnitte
• Einbettmedium fu¨r Gefrierschnitte, Artikel-Nr. 0201-08926, Reichert Jung, Nuß-
loch, Deutschland
• Heizplatte, W. Pfenning, Kiel, Deutschland
• Mikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
• Kryostat, Typ 1720 digital, Leitz, Deutschland
• Objekttra¨ger Superfrost-Plus, Artikel-Nr. 04/300, Menzel-Gla¨ser, Braunschweig,
Deutschland
Fa¨rbung der histologischen Schnitte
• Anatomische Pinzette, zum Umsetzen der Objekttra¨ger
• Automatischer Pipettus-Akku, Hirschmann Laborgera¨te
• Becherglas (150 ml, 250 ml, 600 ml, 1000 ml)
• Cytoperm Brutschrank, Typ 8080/8088, Heraeus, Osterode, Deutschland
• Deckgla¨ser (24×60 mm2), AL, Artikel-Nr. 9.161.060, Mensel, Deutschland
• Dreifuß-Sta¨nder mit Glastrichter
• Elektronische Analysewaage, Typ 1702, Sartorius
• Elektronische Waage, Typ PT 600, Sartorius
• Eppendorf-Pipetten (0,5-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl)
• Falcon©r konische Zentrifugon-Ro¨hrchen (15 ml), Becton Dickinson, Meylan, Ce-
dex, Frankreich
• Falcon©r -Serological Pipetten (2 ml), Becton Dickinson, Le Pont De Claix, Frank-
reich
• Faltenfilter (240 mm Durchmesser), Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland
• Feuchte Kammer, ausgelegt mit wassergetra¨nktem Zellstoff
• Ru¨ttler, Typ REAX 2000, Heidolf, Deutschland
• Magnetru¨hrer
• Messzylinder (100 ml, 250 ml)
• Objekttra¨gerkorb
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• Safe lock Reaktionsgefa¨ße, 1,5 ml und 2,5 ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
• Sta¨nder fu¨r Mikro- und Megatubes
• Standku¨vetten aus Glas und Kunststoff
• Standardtips fu¨r Eppendorf-Pipetten (10 µl, 100 µl, 1000 µl)
• Trockener Zellstoff, zum Entfernen u¨berstehender Flu¨ssigkeiten vom Objekttra¨ger
3.4.6 Verwendete Reagenslo¨sungen und Puffer
3.4.6.1 Puffer fu¨r die Entwicklerlo¨sung
1000 ml Puffer:
• 1,5 g Tris-HCL
• 4,9 g Tris-Base
• 8,7 g Natriumchlorid
• ad 1000 ml Aqua dest.
3.4.6.2 Propandiollo¨sung
1000 ml Propandiollo¨sung:
• 21 g Propandiol ad 1000 ml Aqua dest.
3.4.6.3 Reagens fu¨r die immunhistochemischen Fa¨rbeverfahren (Farblo¨sun-
gen)
Lo¨sung A:
• 175 ml Entwicklerlo¨sung
• 62,5 ml Propandiol
• 100 mg Levamisol
Lo¨sung B:
• 1,5 ml Dimethylformamid
• 125 mg Naphtol-As-Bi-Phosphat
Lo¨sung C:
• 50 mg Natriumnitrit
• 500 µg Neufuchsin
• 1,25 ml Aqua dest.
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3.4.6.4 Reagens fu¨r das HE-Fa¨rbeverfahren (Farblo¨sungen)
Eosin Stammlo¨sung:
• 1 g Eosin
• 50 ml 96% Alkohol
• 50 ml Aqua dest.
Eosin Gebrauchslo¨sung:
• 50 ml Stammlo¨sung
• 50 ml Aqua dest.
• 2 Tropfen Eisessig
3.5 ELISA
Der ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay) geho¨rt zu den immunologischen
Nachweismethoden. Dabei werden an ein Tra¨germaterial spezifische Antigene oder An-
tiko¨rper gebunden. Nach Inkubation der zu untersuchenden Probe bilden sich Immun-
komplexe, an die sich danach zugegebene enzymmarkierte Anti-Antiko¨rper anlagern.
Enzym und zugefu¨gtes Substrat ergeben eine Farbreaktion, die eine pra¨zise photome-
trische Messung ermo¨glicht.
3.5.1 Vorbereitungen zur Durchfu¨hrung des ELISAs
Sobald sich alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur erwa¨rmt haben, kann
mit der Pra¨paration der Reagenzlo¨sungen begonnen werden.
3.5.1.1 Herstellung der Reagenzlo¨sungen und Standardverdu¨nnungsreihe
Waschpufferlo¨sung:
Falls Kristalle im Konzentrat vorhanden sind, sollten diese zuna¨chst durch vor-
sichtiges Ru¨hren vollsta¨ndig aufgelo¨st werden.
Fu¨r 500 ml Waschpufferlo¨sung werden 20 ml Waschpufferkonzentrat in 480 ml
destilliertem oder de-ionisiertem Wasser gelo¨st.
Substratlo¨sung:
Die Farbreagenzien A und B mu¨ssen zu gleichen Volumenanteilen vermischt und
vor Lichteinfall geschu¨tzt werden. Es ist zu beachten, dass die fertige Farblo¨sung
innerhalb von 15 Minuten verwendet werden soll.
Standard:
Zur Herstellung der Ausgangslo¨sung werden dem Standardkonzentrat 1 ml de-
stilliertes oder de-ionisiertes Wasser zugegeben.
Danach wird die Ausgangslo¨sung mindestens 15 Minuten leicht bewegt und dann
die Verdu¨nnungsreihe angelegt.
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Verdu¨nnungsreihe fu¨r Standard:
Zur Erstellung der Verdu¨nnungsreihe werden zuna¨chst die vorgegebenen Men-
gen des Kalibrator-Verdu¨nnungsmittels in die Polypropylengefa¨ße pipettiert. An-
schließend wird eine definierte Menge der Ausgangslo¨sung in das erste Polypropy-
lentub gegeben und nach gru¨ndlicher Durchmischung jeweils derselbe Volumen-
anteil in das na¨chste Gefa¨ß u¨berfu¨hrt. Das Kalibrator-Verdu¨nnungsmittel dient
als Nullstandard.
3.5.2 Durchfu¨hrung des ELISAs
Die folgenden Punkte beschreiben den prinzipiellen Ablauf des ELISAs.
1. Vorbereitung aller Reagenzien und des Standards, Aktivierung der TGFβ1-Probe
2. Zugabe der Eich-Verdu¨nnungslo¨sung in alle Beha¨ltnisse der KGF-Mikrotitterplatte
3. Auftragen des Standards bzw. der Probe in a¨quivalenten Volumenanteilen
4. dreistu¨ndige Inkubation bei RT
5. U¨berstand vollsta¨ndig dekantieren, die ELISA-Platte mit dem Waschpuffer nach
Protokoll mehrmals waschen und Pufferreste sauber entfernen
6. Zugabe des Konjungats in alle Beha¨ltnisse der Mikrotitterplatte
7. Inkubation bei RT, Dauer je nach Protokoll
8. U¨berstand vollsta¨ndig dekantieren, die ELISA-Platte nach Protokoll mehrmals
mit dem Waschpuffer waschen und Pufferreste sauber entfernen.
9. Zugabe der Substratlo¨sung
10. Inkubation bei RT, Dauer nach Protokollvorgaben, Mikrotitterplatte vor Licht-
einfall schu¨tzen
11. Zugabe der Stopplo¨sung
12. Bestimmung der optischen Dichte innerhalb von 30 Minuten bei einer Wellenla¨nge
von 450 nm. Die Wellenla¨ngenkorrektur soll bei 540 nm oder 570 nm vorgenom-
men werden
Bei der Durchfu¨hrung des TGFβ1- und KGF-ELISA-Tests war auf die verschiedene
Anzahl der Waschvorga¨nge und die Inkubationsdauer zu achten. Sonstige Abweichun-
gen im Versuchsablauf sind in den Punkten 1. und 2. unter Abschnitt 3.5.2 aufgefu¨hrt.
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3.5.3 Auswertung des ELISAs
Mittels des ELISAs wurde die zeitliche Entwicklung der Konzentration von TGFβ1
bzw. KGF im Mediumu¨berstand verschiedener Hautmodelle untersucht, die zuvor den
folgenden Behandlungen unterzogen wurden:
• Verwundung
• Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Gy
• Verwundung mit anschließender Bestrahlung von 5 Gy
Diese Manipulationen wurden nach einer Kultivierungszeit von 43 Tagen durchgefu¨hrt.
Die Untersuchungen erfolgten u¨ber einen Zeitraum von acht Tagen, in Intervallen von
48 h wa¨hrend der ersten vier Tage. Nach der Untersuchung bei 96 h wurde dabei ein
Mediumwechsel vorgenommen und danach das Hautmodell fu¨r weitere vier Tage wach-
sen gelassen.
Ferner wurde der TGFβ1- und KGF-Gehalt des Medium bestimmt. Diese Werte dienten
bei der Auswertung als Referenz um zu beobachten, ob eine Produktion oder ein Ver-
brauch des Wachstumsfaktors stattgefunden hat.
Die Bestimmung der Fehlergrenzen der bei der Auswertung bestimmen Gro¨ßen erfolgte
nach den bekannten Fehlerfortpflanzungsgesetzen [157].
3.5.4 Projektspezifische Materialien und Chemikalien mit Be-
zugsquellen
• Aqua dest.
• Quantikine©r Human KGF (FGF-7) Immunoassay, Artikel-Nr. DKG00, R&D Sy-
stems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
• Quantikine©r Human TGFβ1 Immunoassay, Artikel-Nr. DB100, R&D Systems
GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
3.5.5 Verwendete Arbeitsgera¨te und Labormaterial
• Mehrhandpipette, Eppendorf 300
• Photometer, Elisa-Reader, Spectra Max 190
• Polypropylentubs,
3.6 Statistik
3.6.1 Statistik der Hautmodellansa¨tze
Im Rahmen dieser Arbeit ist die Kultivierung fu¨nf unabha¨ngiger Co-Kultur-Ansa¨tze
mit jeweils 12 Hautmodellen durchgefu¨hrt worden. Jedes Experiment ist mit dem Licht-
mikroskop morphologisch untersucht worden.
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3.6.2 Statistik der immunhistochemischen Antigenuntersuchun-
gen
Zur Datenerhebung wurden Schnittpra¨parate von drei verschiedenen Experimente aus-
gewertet. Die Fa¨rbung der spezifischen Antigene fu¨r jedes Einzelexperiment erfolgte auf
zwei Objekttra¨gern mit jeweils zwei bis vier Schnittpra¨paraten.
Aufgrund ungenu¨gender Ausdifferenzierung und Verlust morphologischer Details in
einzelnen Co-Kulturen des Hautmodellansatzes mit Manipulationszeitpunkt 43 Tage
konnten einzelne Modelle entweder gar nicht ausgewertet oder keine Angaben zur Lo-
kalisation der Fa¨rbung gemacht werden. Das Fa¨rbeergebnis kann lediglich als positiv
oder negativ gewertet werden.
3.6.3 Wachstumskurven
Zur Ermittlung von Wachstumsrate und Verdopplungszeit der Zelllinien HaCaT und
HDFa sind jeweils drei unabha¨ngige Versuche durchgefu¨hrt worden.
3.6.4 Einzelversuche
Fu¨r die nachfolgend aufgefu¨hrten Untersuchungen konnte nur ein Experiment durch-
gefu¨hrt oder ausgewertet werden:
• Kultivierung von Hauta¨quivalenten mit erho¨hten HaCaT- und HDFa-Zellzahlen
• KGF- und TGFβ1-ELISA
• Fa¨rbungen der Hauta¨quivalente:
48 h nach Verwundung und 5 Gy Einzeldosisbestrahlung
7/8 d nach 2,5 Gy und 5 Gy Einzeldosisbestrahlung.
Kapitel 4
Ergebnisse
4.1 Proliferationskinetik
Anhand der semilogarithmischen Darstellung des Zellwachstums kann die Proliferati-
onskinetik der beiden Zelllinien (HDFa und HaCaT) nach Strahlenexposition beurteilt
werden.
Das Wachstum einer Satzkultur (Batch-Kultur) wird in folgende Phasen eingeteilt:
Zuna¨chst durchlaufen die Zellen die so genannte lag-Phase (µ ≈ 0). In dieser Vorberei-
tungsphase passen sich die Zellen an die neue Umgebung an, induzieren den Enzymap-
parat zur Verwertung der Substrate und bereiten sich zur ersten Teilung vor. Mit der
ersten Zellteilung beginnt die Beschleunigungsphase (µ > 0), die nach Erreichen der
maximalen Wachstumsrate endet.
Aufgrund des langen Messabstands von 24 h, ist in den dargestellten Wachstumskur-
ven die lag-Phase von der Beschleunigungsphase nicht zu unterscheiden. Sie wird in der
folgenden Ergebnisbeschreibung zusammenfassend besprochen. Nach der Beschleuni-
gungsphase treten die Zellen in die exponentielle Wachstumsphase ein und zeigen un-
limitiertes Wachstum. Die Bestimmung der Zellverdopplungszeit t2 erfolgt im Zeitraum
des exponentiellen Zellwachstums. Wie in Abb. 4.1 und Abb. 4.2 ersichtlich, ergibt die
semilogarithmische Darstellung des exponentiellen Zellwachstums eine Gerade.
Die Verzo¨gerungsphase beendet das unlimitierte Wachstum. Die vorhandene Zelldich-
te, Na¨hrstofferscho¨pfung und die Anha¨ufung von Stoffwechselprodukten, sowie Strah-
lenscha¨den limitieren das Zellwachstum auf eine geringe Zellzunahme, was sich durch
einen
”
plateaua¨hnlichen“ Kurvenverlauf darstellt. Sobald das Zellsterben die Anzahl
von Zellteilungen u¨berwiegt, kann ein Zellverlust und das Absinken der Kurve beob-
achtet werden.
4.1.1 Wachstumskurven der HaCaT-Zelllinie
Wa¨hrend der Vorbereitungs- und Beschleunigungsphase in den ersten 24 h weisen nur
unbestrahlte HaCaT-Zellen eine positive Wachstumsrate (µ > 0) auf. Allen bestrahlten
Zellen ist eine anfa¨ngliche Wachstumsdepression gemeinsam. Je ho¨her die Strahlendo-
sis, desto gro¨ßer der Zellverlust. Ab den Strahlendosen von 5 Gy bzw. 7 Gy kann
eine signifikante Verringerung der Zellzahl von ca. 13% bzw. 19% festgestellt werden.
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Dosis [Gy] Zeitraum des exp. Zellwachstums t2 Mittelwert mit SEM (n=3)
0 24 h - 96 h 22.4 h ± 0.7 h
1 24 h - 96 h 23 h ± 0.3 h
3 24 h - 72 h 24 h ± 1.4 h
5 24 h - 72 h 30 h ± 5.2 h
7 24 h - 72 h 35.8 h ± 9.1 h
Tabelle 4.1: Zellverdopplungszeiten t2 der HaCaT-Zelllinie nach Strahlenexposition.
Nach 24 h treten alle HaCaT-Zellen in die exponentielle Wachstumsphase ein. Bei der
Kontroll- (0 Gy) und 1 Gy-Kurve ha¨lt das unlimitierte Wachstum im Mittel 72 h an. Ab
der Einzeldosisbestrahlung von 3 Gy verku¨rzt sich die exponentielle Wachstumsphase
um durchschnittlich 24 h. Eine dosisabha¨ngige Wachstumshemmung der Zellen nach
Strahlenexposition wird ebenso anhand der Verdopplungszeiten deutlich. Mit steigen-
der Strahlendosis verla¨ngert sich die Zellverdopplungszeit kontinuierlich (Tab. 4.1).
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Abbildung 4.1: Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums der HaCaT-Zelllinie
nach Bestrahlung.
Der exponentiellen Wachstumsphase folgt die Verzo¨gerungsphase. Auffa¨llig ist, dass
sich bei den Wachstumskurven 1 Gy (zwischen 96 h und 144 h) und 3 Gy (zwischen
72 h und 120 h) direkt an die erste unlimiterte Proliferation ein zweites exponentielles
Wachstum (mit einer reduzierten Geradensteigung) anschließt und erst danach ein pla-
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teaua¨hnlicher Verlauf andeutet. HaCaT-Zellen ohne Bestrahlung zeigen bis 168 h nach
Aussaat eine geringe Zellzunahme, was am plateaua¨hnlichen Kurvenverlauf ersichtlich
wird. Die Wachstumskurve 5 Gy verla¨uft ebenfalls plateaua¨hnlich, jedoch deutet das
Absinken der Kurve ab 96 h einen Zellverlust an. Der Wachstumskurve 7 Gy fehlt diese
so genannte Plateauphase. Unmittelbar nach Beenden der exponentiellen Phase fa¨llt
die Kurve im Diagramm abrupt ab.
HaCaT-Zellen zeigen nach Strahlenexposition nicht nur eine anfa¨ngliche, sondern auch
eine spa¨te Wachstumshemmung, die mit steigender Strahlendosis fru¨her einsetzt. Bei
jeder Strahlendosiserho¨hung setzt das Absinken der Kurven im Mittel 24 h eher ein (s.
Abb. 4.1).
4.1.2 Wachstumskurven der HDFa-Zelllinie
Im Gegensatz zu den Wachstumskurven der HaCaT-Zellen zeigen die der HDFa-Zellen
wa¨hrend der Vorbereitungs- und Beschleunigungsphase eine anfa¨ngliche Wachstums-
depression in den ersten 24 h, infolge des Zellverlusts.
Zwischen Wachstumsdepression und Strahlendosis besteht in den ersten 24 h kein di-
rekter Zusammenhang. Zwar ist der Ru¨ckgang der eingesa¨ten Zellzahl in unbestrahlten
Zellen am geringsten (10%), allerdings weisen Zellen nach einer Strahlendosis von 7 Gy
einen nicht wesentlich ho¨heren Zellverlust von 12% auf. Die Wachstumskurven 1 Gy
und 5 Gy folgen mit einem Zellverlust von 25% und 24%. Die gro¨ßte Wachstumsde-
pression zeigen HDFa-Zellen bei 3 Gy, hier betra¨gt der Verlust 40%.
Mit 24 h beginnt, ausser fu¨r die Wachstumskurven 3 Gy und 7 Gy, die exponentielle
Wachstumsphase. Zellen mit Strahlendosen von 0 Gy und 1 Gy erhalten das unlimi-
tierte Wachstum im Mittel fu¨r 48 h. Die exponentielle Wachstumphase tritt nach der
Einzeldosisbestrahlung von 3 Gy erst bei 48 h auf und dauert im Durchschnitt, wie bei
5 Gy, 24 h la¨nger.
Bei einer Strahlenexposition von 7 Gy zeigen die HDFa-Zellen wa¨hrend der gesam-
ten Kultivierungzeit kein exponentielles Wachstum. Die Wachstumshemmung nach
Strahlenexposition verdeutlichen die in Tab. 4.2 aufgefu¨hrten Zellverdopplungszeiten.
Mit Ausnahme von 3 Gy verla¨ngern die Zellen mit steigender Strahlendosis ihre Ver-
dopplungszeit kontinuierlich. Der enorme Anstieg von t2 sowie der deutliche Zellverlust,
welche die Kurven 1 Gy und 3 Gy zeigen, ko¨nnten als eine ho¨here Strahlenempfind-
lichkeit der HDFa-Zellen im niedrigen Dosisbereich interpretiert werden.
Nach Beenden des Zellwachstums mit der maximalen Wachstumsrate kann bei HDFa-
Dosis [Gy] Zeitraum des exp. Zellwachstums t2 Mittelwert mit SEM (n=3)
0 24 h - 72 h 19.9 h ± 1.6 h
1 24 h - 72 h 31.3 h ± 3.3 h
3 48 h - 120 h 77.8 h ± 3.6 h
5 24 h - 96 h 52.3 h ± 1.1 h
7 nicht vorhanden -
Tabelle 4.2: Zellverdopplungszeiten t2 der HDFa-Zelllinie nach Strahlenexposition.
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Abbildung 4.2: Halblogarithmische Darstellung des Zellwachstums der HDFa-Zelllinie nach
Bestrahlung.
Zellen nach Bestrahlung mit 0 Gy und 7 Gy (zwischen 72 h und 120 h) ein plateaua¨hn-
licher Verlauf der Verzo¨gerungsphase beobachtet werden.
Die Wachstumskurve 1 Gy zeigt nach ihrem exponentiellen Wachstum zuna¨chst noch
eine geringe Zellzahlzunahme. Anschließend sinkt auch diese Wachstumskurve mehr
oder weniger stark ab. HDFa-Zellen mit einer Strahlendosis von 3 Gy und 5 Gy zeigen
unmittelbar nach Beenden der exponentiellen Phase einen abfallenden Kurvenverlauf
(s. Abb. 4.2).
4.2 Beschreibung des organotypischen Hauta¨quiva-
lents
4.2.1 Morphologie einer gut ausdifferenzierten, rekonstruier-
ten Epidermis
Die morphologische Beschreibung des rekonstruierten Epithels erfolgte nach fu¨nfwo¨chi-
ger Kultivierung der HaCaT-Zellen auf einer mit Fibroblasten besiedelten Kollagen-
matrix.
In den ersten drei bis fu¨nf Tagen nach Aufsaat der Keratinozyten auf die Matrix wuch-
sen die HaCaT-Zellen zu einem geschlossenen Monolayer aus. Anschließend bildeten
die Zellen ein mehrschichtiges Epithel mit zunehmender Differenzierung und Dicke.
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Fru¨hestens nach einer vierwo¨chiger Kultivierungszeit war die Epidermis in unserem
Modell vollsta¨ndig ausdifferenziert.
Die klassischen Schichten des kutanen Gewebes, Str. basale, Str. spinosum, Str. granu-
losum und Str. corneum, waren mikroskopisch differenzierbar und mehr oder weniger
deutlich ausgebildet. Eine Basalmembran war lichtmikroskopisch nicht sichtbar. Das
rekonstruierte
”
Str. basale“ entha¨lt Zellen, welche zumeist hoch- bis isoprismatische,
manchmal rundliche Gestalt, mit ovalen Zellkernen aufweisen. Die ein- bis zweilagige
Zellpopulation wies im Vergleich zu anderen Zelllagen eine ho¨here Zelldichte auf, je-
doch ohne einheitliche Anordnung. Gro¨ßtenteils formierten die untersten
”
Basalzellen“
auf der Kollagenmatrix eine erste, durchgehende Zelllage (Abb. 4.3, siehe Pfeilspitze
rechts im Bild). Die Anordnung dieser Zellen war jedoch nur gelegentlich hochpris-
matisch, einzelne Abschnitte zeigten maximal vier nebeneinander gereihte Zellen mit
vertikaler Ausrichtung. Dazwischen lagen einzelne Zellen mit horizontaler Ausrichtung
oder Zellansammlungen ohne erkennbare Vorzugsrichtung. Basale Keratinozyten wach-
sen teilweise in die Matrixoberfla¨che ein, bilden das Kollagen um und verankern sich
wellenfo¨rmig in der dermisa¨hnlichen Matrix (Abb. 4.3, siehe linker Pfeil). Gelegentlich
tropften viele
”
Basalzellen“ in die vorhandenen Matrixporen ab (Abb. 4.11, siehe Pfeil-
spitze).
Die suprabasale Schicht (
”
Str. spinosum“) ist 8-14 Zelllagen stark und weist polygo-
nale, isoprismatische Zellen auf. Die
”
Stachelzellen“ enthielten zuna¨chst gro¨ßere ovale,
kubische und runde Zellkerne. In den oberen Lagen kann man das Abflachten der Zel-
len und Kerne beobachten. Dort ist der Zellverband aufgelockert und weist verbreiterte
Interzellularra¨ume auf (Abb. 4.4).
Unabha¨ngig vom Verhornungsgrad der Epidermis bildeten die HaCaT-Keratinozyten
zwischen drei bis sieben
”
Ko¨rnenzellschichten“ aus, wobei basophile Keratohyalingra-
nula im Lichtmikroskop nur in einzelnen Zellen sichtbar waren. Das rekonstituierte
”
Str. granulosum“ zeigt eine starke Abplattung der Zellen und die Auflo¨sung der fla-
chen Zellkerne und Zellorganellen.
Eine meist kernlose, sehr du¨nne Hornschicht (etwa zwei bis drei Lagen) bildete den
Abschluss der mehrschichtigen Epidermis (Abb. 4.4). Aufgrund der fehlenden Abschil-
ferung der epidermalen Hautmodelloberfla¨che, lag der Hornschicht zuweilen Zelldetritus
auf.
Fibroblasten waren in der Kollagenmatrix vermehrt in der Umgebung von Poren iden-
tifizierbar und traten vereinzelt in gleichma¨ßiger Verteilung im u¨brigen Kollagengewebe
auf.
4.2.2 Strukturelle Auflo¨sungserscheinungen der Kollagenma-
trix
Wiederholt zeigten sich wa¨hrend der Anzu¨chtung des artifiziellen Hautgewebes Auf-
lo¨sungsvorga¨nge in der Matrix. Mit Ablauf der fu¨nften Kultivierungswoche (38 Tage)
begann in einzelnen Hautmodellen der Matrixabbau. Dieser Prozess war fortschrei-
tend bis hin zur vo¨lligen Auflo¨sung der Kollagenmatrix. Das rekonstruierte Gewebe
dieser Hautmodelle war entweder sehr instabil oder das Epithel lag direkt der PET-
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Abbildung 4.3: Gut ausdifferenzierte, rekonstruierte Epidermis nach fu¨nfwo¨chiger Kultivie-
rung.
Abbildung 4.4: Detailaufnahme der rekonstruierten Epidermis nach fu¨nfwo¨chiger Kultivie-
rung.
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Membran im Kultivierungskorb auf. Eine weitere ordnungsgema¨ße Behandlung und
Auswertung der Gewebe war nicht mo¨glich. Die Auflo¨sung des Kollagens war in den
Bereichen beschleunigt, welche von rekonstruierter Epidermis bedeckt waren. Am Tag
der Konservierung waren mehr als die Ha¨lfte der angesetzten Hautmodelle nicht oder
nur geringfu¨gig vom Matrixabbau betroffen und konnten ausgewertet werden.
Die Probleme traten vermehrt ungefa¨hr zeitgleich mit Vera¨nderung der Herstellung
und Zusammensetzung der vorgefertigten Kollagenschwa¨mme auf. Desweiteren wurde
der Sterilisierungsprozess von γ-Bestrahlung auf Ethylenoxid umgestellt.
Im Rahmen dieser Arbeit sind diese eventuellen Zusammenha¨nge oder andere mo¨gli-
chen Ursachen nicht na¨her untersucht worden. Ein einmaliger Kultivierungsversuch,
Hauta¨quivalente mit erho¨hten Fibroblasten- und Keratinozytenzahlen zu zu¨chten, erga-
ben keine Beschleunigung des Abbauvorgangs. Der Auflo¨sungsprozess setzte zeitgleich
mit den standardisierten Modellen ein. Wie beim standardisiertem Versuchsansatz, war
im Experiment mit ho¨heren Zellzahlen etwa die Ha¨lfte der der angesetzten Hautmodelle
auswertbar.
4.2.3 Morphologie einer mangelhaft ausdifferenzierten, rekon-
struierten Epidermis
Die Anzu¨chtungen der organotypischen Modelle erfolgte in fu¨nf unabha¨ngigen Versu-
chen. Der Differenzierungs- und Ausbildungsgrad der rekonstruierten Epidermis wies
jedoch in den verschiedenen Ansa¨tzen starke Abweichungen auf. Die Reproduzierbar-
keit einer vollsta¨ndig ausdifferenzierten Epidermismorphologie lag bei etwa 35%. In
ungenu¨gend ausdifferenzierten Modellen waren trotz u¨bereinstimmender Kultivierungs-
dauer der HaCaT-Zelllinie teilweise die Epitheldicke reduziert und die Stratifikation un-
deutlich (bis hin zu einer strukturlosen, mehrschichtigen Keratinozytenansammlung).
In Hauta¨quivalenten mit vermindeter Stratifizierung und Epitheldicke waren ha¨ufiger
gro¨ßere Mengen an HaCaT-Zellen in die Poreno¨ffnungen des Kollagenschwammes ab-
getropft. Die Basalzellschicht war zum Teil unterbrochen und nicht zusammenha¨ngend.
Die Zellkernform der basalen Zellen war eher rund als oval.
Besonders in der
”
Stachelzellschicht“ machte sich die Reduzierung der Epitheldicke
bemerkbar. In der Regel waren nur fu¨nf bis sechs suprabasale Zelllagen ausgebildet.
Diese zellkernhaltige Schicht bildete oft den Abschluss der Epidermis.
Das ein- bis zweilagige
”
Str. granulosum“ war meist durchgehend ausgebildet. Sei-
ne natu¨rliche Lokalisation, apikal der
”
Stachelzellschicht“, war nicht immer gegeben.
Manchmal lagen die abgeplatteten Zellschichten inmitten suprabasaler Zellschichten.
Die Hornschicht bedeckte nur abschnittsweise das rekonstruierte Epithel oder fehl-
te vollsta¨ndig. Selten fanden sich kernhaltige, polygonale Zellen in der Hornschicht.
Kernhaltige Zellen und Zelldetritus lagen vermehrt apikal der epidermalen Oberfla¨che
auf.
Oft war in diesen schlecht ausgebildeten organotypischen Co-Kulturen die gute Aus-
differenzierung und Stratifikation der Epidermis an Randregionen auffa¨llig, welche eine
geringere Epitheldicke aufwiesen.
Vermutlich begann nach ca. vierwo¨chiger Kultivierungsperiode die strukturelle Auf-
lo¨sung in Epidermisbereichen mit ho¨herer Schichtanzahl und Differenzierung. Die Epi-
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dermis verlor zunehmend ihre erkennbare Schichtung oder stellte sich als zwar mehr-
schichtige, aber strukturlose Keratinozytenansammlung dar. In der schichtarmen Epi-
dermis war der Zellverband aufgelockert, die Keratinozytenanzahl reduziert und in
ho¨heren Lagen schienen sich die Zellen allma¨hlich aufzulo¨sen. Abgeplattete und ver-
hornte Zelllagen fehlten vollsta¨ndig.
Mehrschichtige, strukturlose Keratinozytenansammlung zeigten fokal intakte, polygo-
nal geformte Zellkerne, umgeben von einer homogenen Masse mit stark gefa¨rbten,
punktfo¨rmigen Strukturen. Vermutlich waren dies die U¨berreste von unvollsta¨ndig de-
generierten Zellkernen, Organellen und Zellmembranen eines unnatu¨rlichen Auflo¨sungs-
vorgangs. Eine Beurteilung der Zellmorphologie war nicht mo¨glich.
4.3 Mikroskopische Auswertung immunhistochemi-
scher Untersuchungen des Hauta¨quivalents
Um das Vorhandensein und die Lokalisation von WF, CAMs und Rezeptoren im HM
bestimmen zu ko¨nnen, wurde ihr Nachweis durch die immunhistochemische APAAP-
Fa¨rbung (s. Abschnitt 3.4) gefu¨hrt. Zur Datenerhebung wurden Schnittpra¨parate (Ge-
frierschnitte) von zwei bis drei verschiedenen Experimenten ausgewertet. Anhand der
Fa¨rbeergebnisse war es mo¨glich, die Vera¨nderung der Faktorenproduktion nach Be-
strahlung und/oder Verwundung mit der des unmanipulierten HM zu vergleichen.
Die Untersuchungszeitpunkte nach Verwundung und Bestrahlung waren 48 h, 168 h
(7 Tage) und 192 h (8 Tage). Um die Lokalisation der Fa¨rbung eindeutig angeben zu
ko¨nnen, wurde die organotypische Epidermis in basale, suprabasale, abgeplattete und
verhornte Zelllagen eingeteilt. Nur ein deutlich rotes APAAP-Signal wurde als positiv
gewertet. Die Fa¨rbung der spezifischen Antigene fu¨r jedes Einzelexperiment erfolgte
auf zwei Objekttra¨gern mit jeweils zwei bis vier Schnittpra¨paraten.
Eine Intensivierung der Fa¨rbung im Vergleich zum entsprechenden Kontrollpra¨parat
wurde qualitativ mit den Parametern (+), +, ++ und +++ bewertet. Dabei stehen
ein Pluszeichen fu¨r eine geringe (in Klammern) bzw. eine deutliche, zwei fu¨r eine mitt-
lere und drei Pluszeichen fu¨r eine starke Zunahme der Farbintensita¨t. Die tabellarische
Ergebnisu¨bersicht der qualitativen Farbinduzierung ist im Abschnitt A.1 des Anhangs
aufgefu¨hrt. In den folgenden Abschnitten werden die Farbreaktionen der untersuchten
Antigenen besprochen, dort veranschaulichen zumeist Abbildung die Fa¨rbungsreaktio-
nen und deren Lokalisation im HM. Dabei sind von den jeweils zwei bis drei Versuchen
die repra¨sentativsten Schitte ausgewa¨hlt.
Um einen direkten Vergleich zwischen dem Antigenmuster im Hauta¨quivalent und der
normaler Haut zu ermo¨glichen, werden vorhandene immunhistochemische Literaturda-
ten normaler, kutaner Haut jeweils bei der Einfu¨hrung des besprochenen Antigens kurz
dargestellt.
4.3.1 Panzytokeratin
Der monoklonale Mausantiko¨rper Anti-Zytokeratin vom Klon MNF116 (DAKO, Artikel-
Nr. M0821) ist ein Panzytokeratin. Es markiert humane Keratine mit niedrigen und
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Abbildung 4.5: Die Pfeilspitzen markieren positive Zytokeratin-Reaktionen in der normalen,
humanen Epidermis, im Str. basale, Str. spinosum und Str. corneum.
mittleren Molekulargewichten von 40-58 kDa. Die entsprechenden Zytokeratine sind 5,
6, 8, 17 und 19.
Da die Immunreaktivita¨t eines Panzytokeratins keine Aussage u¨ber die hierachische
Organisation und den Differenzierungsgrad eines Epithelgewebes erlaubt, wurde als
Referenz humane Haut mit demselben Antiko¨rper angefa¨rbt.
4.3.1.1 Panzytokeratinmuster der natu¨rlichen, humanen Haut
Eine diffus positive Zytokeratin-Reaktion konnte nur innerhalb der Epidermis beob-
achtet werden. Die Fa¨rbung war nicht streng auf das Str. basale beschra¨nkt, sondern
reichte teilweise bis in mittlere Lagen des Str. spinosums. Wa¨hrend dorsale Schichten
im Str. spinosum und das gesamte Str. granulosum u¨berwiegend keine Antiko¨rperre-
aktionen zeigten, stellten sich Anteile des Str. corneums wiederum positiv dar (Abb.
4.5).
4.3.1.2 Panzytokeratinmuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Im Hauta¨quivalent zeigten ebenfalls nur Keratinozyten eine stark positive Farbreaktion.
Die gesamte Epidermis war diffus positiv, vor allem basale Zellen sind intensiv rot
gefa¨rbt (Abb. 4.6).
4.3.2 Proliferationsmarker Ki-67
Ki-67 ist ein Marker der Wachstumsfraktion in epidermalen Geweben. Proliferierende
Stamm- und Transitzellen, welche das Ki-67 Protein enthalten [39], sind in der kutanen
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Abbildung 4.6: Starke Zytokeratin-Expression in der gesamten, rekonstruierten Epidermis.
Epidermis hauptsa¨chlich im Str. basale und in unteren Schichten des Str. spinosums an-
zutreffen. Im histologischen Pra¨parat bindet der Ki-67 Antiko¨rper (DAKO, Nr. M0722)
das humane Kern- und nukleola¨re Ki-67 Protein (Abb. 4.7).
4.3.2.1 Ki-67 Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Ki-67 positive Zellen verteilten sich diffus vor allem in basale und untere suprabasale
Zellschichten. In den u¨brigen suprabasalen und abgeplatteten Schichten war die Ki-67-
Expression nur noch fokal in einzelnen Zellen anzutreffen. Verhornte Lagen sind Ki-67
negativ (Abb. 4.8).
4.3.3 β1-Integrin (CD29)
Im histologischen Schnitt erkennt der CD29-Antiko¨rper vom Klon K20 (DAKO Nr.
M0889) humanes, zellulares β1-Integrin.
In normalen, mehrschichtigen Plattenepithelien der Giniva sind β1-Integrine vor allem
in basalen Keratinozyten entlang ihrer Zellmembran nachzuweisen. β1-Integrin wird
auch von Fibroblasten im Bindegewebe expremiert [81].
4.3.3.1 Das β1-Integrin-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Die gesamte Epidermis zeigt diffus verteilte, positive Antiko¨rperreaktionen. HDFa-
Fibroblasten in der Kollagenmatrix sind ebenfalls β1-Integrin-positiv. Besonders in-
tensiv rot gefa¨rbt sind basale, untere suprabasale und gelegentlich verhornte Zelllagen
(Abb. 4.9). In HaCaT-Zellen ist die vorwiegend periphere Markierung des Antigens gut
erkennbar (Abb. 4.10).
4.3. IMMUNHISTOCHEMISCHE ANTIGENUNTERSUCHUNG 67
Abbildung 4.7: Die Pfeilspitzen zeigen Ki-67-positive HaCaT-Zellkerne in der rekonstruier-
ten Epidermis des unmanipulierten HM.
Abbildung 4.8: Ki-67-Expression der rekonstruierten Epidermis, bevorzugt in basalen und
suprabasalen Lagen.
68 KAPITEL 4. ERGEBNISSE
Abbildung 4.9: β1-Integrin-Expression in der gesamten rekonstruierten Epidermis, vor allem
in basalen und unteren suprabasalen Schichten.
Abbildung 4.10: Membransta¨ndige, immunhistochemische β1-Integrin-Fa¨rbungen in epi-
dermalen HaCaT-Zellen.
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Abbildung 4.11: β1-Integrin-Expressionsanstieg nach Bestrahlung mit 5 Gy, besonders im
dorsalen Epidermisbereich. Die Pfeilspitze markiert
”
Basalzellen“, welche in Matrixporen
abgetropft sind.
4.3.3.2 β1-Integrin-Expression nach Strahlenexposition
Nach Bestrahlung mit 5 Gy ist ausschließlich in Keratinozyten eine signifikante Hoch-
regulierung der β1-Integrin-Expression feststellbar. In der organotypischen Epidermis
zeigen besonders HaCaT-Zellen der oberen suprabasalen, abgeplatteten und verhornten
Schichten eine induzierte β1-Integrin-Produktion. Basale Zelllagen weisen gelegentlich
β1-Integrin-Akkumulationen auf. Die Markierung des β1-Integrins ist in HaCaT-Zellen
nicht mehr streng peripher, das Antigen scheint auch im Zytoplasma gelagert zu sein
(Abb. 4.11).
4.3.4 ICAM-1 (CD54)
Der Mausantiko¨rper ICAM-1 vom Klon 6.5B5 (DAKO, Nr. M 7063) markiert humanes
ICAM-1. Normale, humane Epidermis expremiert kein ICAM-1. Entzu¨ndungsreize oder
ionisierende Strahlung induzieren die zellua¨re ICAM-1-Expresssion [97, 63].
4.3.4.1 ICAM-1-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Die rekonstruierte Epidermis weist positive ICAM-1-Reaktionen in unterschiedlicher
Lokalisation auf. HaCaT-Zellen aller epidermalen Schichten expremieren ICAM-1. Meist
ist das rote APAAP-Signal im oberen Epidermisbereich ha¨ufiger und intensiver. Das
Chromopra¨zipitat ist sowohl an der Zelloberfla¨che als auch im Zytoplasma lokalisiert
(Abb. 4.12).
In der Kollagenmatrix ko¨nnen vereinzelt ICAM-1-positive HDFa-Fibroblasten beob-
achtet werden.
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Abbildung 4.12: Intensive ICAM-1-Expression im oberen Epidermisbereich des rekonstru-
ierten Hauta¨quivalents.
4.3.4.2 ICAM-1-Expression nach Strahlenexposition
48 h nach Bestrahlung mit 5 Gy zeigt die organotypische Epidermis einen mittle-
ren Anstieg der ICAM-1-Expression. Der obere Epidermisbereich (ho¨here suprabasale,
abgeplattete und verhornte Zellschichten) weist eine ICAM-1-Akkumulation auf. In
den anderen Epithelschichten fa¨rben sich ICAM-1 expremierende Zellen fokal oder in
herdfo¨rmigen Ansammlungen an (Abb. 4.13).
Am Untersuchungszeitpunkt (48 h) ist die Induktion der ICAM-1-Produktion von
HDFa-Fibroblasten von zwei Versuchen nur einmal deutlich induziert. Die ICAM-1-
Synthese ist bis 8 Tage p.r. (5 Gy) in Fibroblasten und Epidermis deutlich induziert,
eine schichtabha¨ngige, epidermale Akzentuierung der Fa¨rbung kann jedoch nicht mehr
festgestellt werden.
Bei einer Strahlenexposition von 2,5 Gy kann nach 7 Tagen weder in der Epidermis
noch in Fibroblasten eine erho¨hte ICAM-1-Expression nachgewiesen werden.
4.3.4.3 ICAM-1-Expression nach Verwundung der Epidermis
48 h nach Verwundung zeigt die rekonstruierte Epidermis kein eindeutiges Ergebnis.
Nur einmal konnte eine deutliche Induzierung der ICAM-1-Expression beobachtet wer-
den. Das gesamte unverletzte, epitheliale Gewebe zeigt sich fokal ICAM-1-positiv, wobei
die Expression in basalen Lagen durchgehend induziert ist. Keratinozyten am Wund-
rand und vermutlich in die Wunde migrierende HaCaT-Zellen haben ebenfalls ihre
ICAM-1-Produktion erho¨ht (Abb. 4.14).
Die ICAM-1-Immunreaktivita¨t war 7 Tage nachWundsetzung ebenfalls widerspru¨chlich.
Im ersten Experiment entsprach die ICAM-1-Immunreaktivita¨t den Kontrollpra¨para-
ten und war wiederum bevorzugt im oberen Epidermisbereich zu finden.
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Abbildung 4.13: Die rekonstruierte Epidermis zeigt 48 h nach Strahlenexposition von 5 Gy
eine mittlere Induzierung der ICAM-1-Expression.
Abbildung 4.14: Induzierte ICAM-1-Expression 48 h nach Verwundung, im unverletzen,
basalen Gewebe (siehe Pfeilspitze) und am Wundrand (siehe Pfeil, links oben), sowie in
HaCaT-Zellen, welche vermutlich in die Wunde einwandern (Pfeil links unten).
Im nachfolgenden Experiment zeigte in der gesamten Epidermis eine persistent in-
duzierte ICAM-1-Expression. In HDFa-Fibroblasten der Matrix konnte nach Verwun-
dung an beiden Untersuchungszeitpunkten keine erho¨hte ICAM-1-Expression festge-
stellt werden.
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Abbildung 4.15: TGFβ3-Expression in der gesamten rekonstruierten Epidermis, v. a. in
basalen, abgeplatteten und verhornten Zellschichten.
4.3.5 TGFβ3
Der Mausantiko¨rper vom Klon 236-5.2 (OncogeneTMNr. GF06) markiert humanes
TGFβ3. In der normalen Haut ist zytoplasmatisches TGFβ3 in allen epidermalen La-
gen, ausser im Str. corneum zu finden. Auch dermale Fibroblasten expremieren TGFβ3
[55].
4.3.5.1 TGFβ3-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Zellen aller epidermalen Lagen sind fokal deutlich TGFβ3-positiv und diffus in der
Epidermis verteilt. TGFβ3-Antiko¨rperreaktionen treten geha¨uft im oberen Epidermis-
bereich (abgeplattete und verhornte Zellschichten) und in basalen Zelllagen auf (Abb.
4.15). HDFa-Fibroblasten expremieren ebenso TGFβ3.3
4.3.5.2 TGFβ3-Expression nach Strahlenexposition
7/8 Tage nach ionisierender Bestrahlung von 2,5 Gy oder 5 Gy sind alle epidermalen
Lagen durchgehend schwach, und diffus gefa¨rbt. Besonders in basalen, abgeplatteten
und verhornten Zellschichten sind TGFβ3-positive Zellen zu finden. Im Gegensatz zu
HaCaT-Keratinozyten ist TGFβ3-Expression in HDFa-Fibroblasten deutlich erho¨ht.
4.3.5.3 TGFβ3-Expression nach Verwundung der Epidermis
Das TGFβ3-Expressionsmuster unterscheidet sich in der akuten Phase, 48 h nach Ver-
wundung, nicht wesentlich vom dem des normalen, organotypischen Gewebes. Untersu-
chungen am 7. Tag zeigen eine diffuse TGFβ3-Immunreaktivita¨t der ganzen Epidermis.
Eine Akzentuierung in speziellen epidermalen Lagen ist nicht mehr nachvollziehbar. Die
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TGFβ3-Expression von HaCaT- und HDFa-Zellen war nach Verwundung an beiden
untersuchten Zeitpunkten nicht signifikant erho¨ht.
4.3.5.4 TGFβ3-Expression nach Verwundung und Bestrahlung
Die positiven TGFβ3-Antiko¨rperreaktionen sind in der Epidermis willku¨rlich verteilt.
Wiederum war die TGFβ3-Immunreaktivita¨t in HDFa-Fibroblasten deutlich induziert.
HaCaT-Keratinozyten zeigten eine geringe Induzierung der TGFβ3-Expression.
4.3.6 TGFβ1
In Gefrierschnitten mehrerer Versuche konnte TGFβ1 immunhistologisch mit dem
Mausantiko¨rper vom Klon 134A-2b3 (OncogeneTM, Nr. GF06) nicht nachgewiesen
werden. Zum Nachweis des Proteins wurde mit einer Antiko¨rperverdu¨nnung von 1:50
gearbeitet.
4.3.7 α5β1-Integrin (CD49e)
Der Mausantiko¨rper, Klon P1D6 (DAKO Nr. M0604) bindet an das humane α5β1-
Integrin. Immunhistochemische Studien weisen in der normalen, humanen Haut kein
α5β1-Integrin nach [82, 101].
4.3.7.1 α5β1-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen sind widerspru¨chlich. Minder-
wertig differenzierte und geschichtete Modelle zeigen keine Anfa¨rbung der Epidermis
und Fibroblasten, weder nach solita¨rer Bestrahlung mit 5 Gy oder Verwundung, noch
bei Kombination der genannten Noxen. In normal differenzierten Hauta¨quivalenten
sind basale und suprabasale Keratinozyten schwach α5β1-positiv. In den ho¨heren epi-
dermalen Lagen nehmen die positiven Zellen ab und sind dort fokal vorhanden, wobei
die Fokalpunkte gleichma¨ßig verteilt sind (Abb. 4.16).
Auch Fibroblasten der Kollagenmatrix zeigen positive α5β1-Antiko¨rperreaktionen.
4.3.7.2 α5β1-Integrin-Expression nach Verwundung der Epidermis
48 h nach Wundsetzung sieht man eine stark induzierte Integrinexpression an den
Wundra¨ndern und in HaCaT-Zellen aller epidermalen Schichten. Wie im normalen
Hauta¨quivalent kann wiederum in basalen und unteren suprabasalen Lagen des unver-
letzten Epithels eine α5β1-Akkumulation beobachtet werden (Abb. 4.17). Die hoch-
regulierte Integrinexpression in der verwundeten Epidermis (48 h) konnte am 7. Tag
nicht mehr nachgewiesen werden. Schwach positive Keratinozyten sind nur noch fokal
in basalen und suprabasalen Lagen zu beobachten. Eine α5β1-Akzentuierung weisen
hier abgeplattete Zellschichten auf.
HDFa-Fibroblasten der Kollagenmatrix zeigen nach Verwundung keine induzierte In-
tegrinexpression.
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Abbildung 4.16: Geringe α5β1-Integrin-Fa¨rbung, bevorzugt in basalen und suprabasalen
Schichten der rekonstruierten Epidermis.
Abbildung 4.17: Darstellung der stark induzierten α5β1-Integrin-Expression in allen epider-
malen Schichten der rekonstruierten Epidermis und am Wundrand, 48 h nach Verwundung.
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Abbildung 4.18: α2β1-Expression des rekonstruierten Epithels, besonders starke Anti-
ko¨rperreaktionen zeigen basale und untere suprabasale HaCaT-Keratinozyten.
4.3.8 α2β1-Integrin (CD49b)
Der Mausantiko¨rper vom Klon P1E6 (DAKO Nr. M0603) markiert das humane α2β1-
Integrin. Immunhistochemisch ist dieses prima¨r in der Peripherie basaler NEK und
Mundschleimhautkeratinozyten lokalisiert [169, 82]. Humane Spalthautproben weisen
zusa¨tzlich α2β1-positive Keratinozyten im Str. spinosum sowie fokal im Str. granulo-
sum auf [101].
4.3.8.1 α2β1-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Alle epidermalen Schichten im Hautmodell zeigen positive Antiko¨rperreaktionen. Ent-
sprechend der natu¨rlichen, epidermalen α2β1-Lokalisation expremieren vor allem ba-
sale und untere suprabasale HaCaT-Keratinozyten das Integrin. In ho¨heren Zelllagen
nimmt die Expression ab. Allerdings fa¨rben sich regional ebenso verhornte Zelllagen
an (Abb. 4.18).
HDFa-Fibroblasten der Kollagenmatrix sind ebenfalls α2β1-positiv.
4.3.8.2 α2β1-Integrin-Expression nach Strahlenexposition
7/8 Tage nach Strahlenexposition von 2,5 und 5 Gy entsprach das α2β1-Fa¨rbemuster
weitestgehend dem des normalen Hauta¨quivalents. Beide Strahlendosen von 2,5 Gy
und 5 Gy bewirkten eine jeweils gleiche, geringe Farbintensivierung in Keratinozyten
oberer Epidermisschichten und in Fibroblasten (Abb. 4.19).
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Abbildung 4.19: 8 Tage nach ionisierender Bestrahlung von 5 Gy kann in oberen epi-
dermalen Schichten des rekonstruierten Epithels eine geringe α2β1-Expressionsinduktion
beobachtet werden.
4.3.8.3 α2β1-Integrin-Expression nach Verwundung
Wa¨hrend der akuten Phase, 48 h nach Wundsetzung, sind im rekonstruierten Epithel
mehrere epidermale Schichten α2β1-positiv. Die Integrinexpression ist hauptsa¨chlich
basal anzutreffen. Verhornte Lagen weisen nur noch einzelne positive Antiko¨rperreak-
tionen auf.
7 Tage nach Wundsetzung konnte im Epidermisa¨quivalent eine angedeutete, aber noch
unvollsta¨ndige Umverteilung des α2β1-Integrins in obere Bereiche des Epithels fest-
gestellt werden. Deshalb zeigen auch Keratinozyten der u¨brigen epidermalen Schich-
ten eine schwache und diffuse Integrinexpression. Weder HaCaT-Keratinozyten noch
HDFa-Fibroblaten induzierten ihre Integrinexpression nach Verwundung.
α2β1-Integrin-Expression 48 h nach Verwundung und Bestrahlung (5 Gy)
Die organotypische Epidermis ist diffus α2β1-positiv. Der Vergleich mit dem Kontroll-
pra¨parat la¨sst eine deutliche induzierte α2β1-Expression epidermaler HaCaT-Zellen
und HDFa-Fibroblasten erkennen.
4.3.9 Endoglin (CD105)
Der Endoglin-Antiko¨rper, Klon SN6h (DAKO, Nr. M 3527) weist das humane Glyko-
protein Endoglin nach. Es ist ein TGFβ-Rezeptor-Komplex assoziiertes Protein und
wird in dermalen Fibroblasten der Haut und vermehrt in proliferierenden Zellen expre-
miert [31].
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Abbildung 4.20: Die rekonstruierte Epidermis zeigt v. a. in basalen und suprabasalen Lagen
Endoglin-positive HaCaT-Zellen.
4.3.9.1 Endoglin-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent
Im Hautmodell sind Fibroblasten und vermutlich vor allem proliferierende basale und
suprabasale Keratinozyten Endoglin-positiv. Einzelne Endoglin expremierende Zellen
sind fokal in suprabasalen und zum Teil auch in abgeplatteten Schichten sichtbar (Abb.
4.20).
4.3.9.2 Endoglinexpression nach Strahlenexposition
Nachdem das Hauta¨quivalent bei einer Bestrahlung von 2,5 Gy keine Stimulierung der
Expression zeigte, war nach 5 Gy in dorsalen, epidermalen Schichten die Proteinsynthe-
se deutlich induziert (Abb. 4.21). In abgeplatteten und verhornten Zellschichten und
zum Teil in der Basalschicht war eine Akzentuierung der Endoglinexpression festzu-
stellen.
Auch HDFa-Fibroblasten erho¨hten deutlich ihre Endoglin-Produktion.
4.3.9.3 Endoglinexpression nach Verwundung
In zwei Versuchen konnte 48 h nach Verwundung nur einmal eine mittlere Induzierung
der Endoglinexpression in basale und suprabasale Zellen der Wunde und der unverwun-
deten Epidermis gezeigt werden. Die Anzahl der positiven HaCaT-Keratinozyten war,
im Vergleich zum normalen rekonstruierten Gewebe, in ho¨heren Lagen der Epidermis
reduziert (Abb. 4.22).
7 Tage nach Verwundung entsprach das Fa¨rbemuster dem des normalen organotypi-
schen Gewebes. Eine erho¨hte Endoglin-Synthese war nicht mehr nachzuweisen.
Fibroblasten zeigen sowohl 48 h als auch 7 Tage nach Verwundung keine erho¨hte En-
doglinexpression.
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Abbildung 4.21: 48 h nach Strahlenexposition von 5 Gy induzieren dorsale, epidermalen
Schichten deutlich ihre Endoglinexpression.
Abbildung 4.22: 48 h nach Verwundung zeigten basale und untere suprabasale Zellen der
Wunde und des unverwundeten Gewebes eine mittlere Induzierung der Endoglinexpression.
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Endoglinexpression 48 h nach Verwundung und Bestrahlung Das Endoglin-
Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent entsprach dem nach solita¨rer Bestrah-
lung von 5 Gy.
4.4 ELISA
In den Abb. 4.23 und Abb. 4.24 ist die zeitliche Entwicklung der Konzentration von
TGFβ1 bzw. KGF im Mediumu¨berstand verschiedener Hautmodelle gegen die Zeit
aufgetragen. Die Auswertung erfolgte wie in Abschnitt 3.5.3 beschrieben.
Nach der Untersuchung bei 96 h wurde ein Mediumwechsel vorgenommen. Die Haut-
modelle ‘Kontrolle’, ‘Verwundet’, ‘Verwundet 192 h’ und ‘Bestrahlt (5 Gy)’ (s. Be-
zeichnungen in den Abbildungen) beider Versuchsreihen wurden fu¨r weitere vier Tage
kultiviert und nach 192 h abschließend untersucht.
Zu den Punkten ohne Fehlergrenzen im Graphen lagen keine Fehlerinformationen der
einzelnen Messwerte vor.
4.4.1 KGF-ELISA
Im verwendeten FAD-Kulturmedium konnte kein KGF nachgewiesen werden.
Die ho¨chsten KGF-Protein-Konzentrationen wies der Mediumu¨berstand des unbestrahl-
ten und unverwundeten Kontrollmodells auf. Nach 96 h erreicht der KGF-Spiegel des
Kontrollmodells seinen Maximalwert und ist am Untersuchungszeitpunkt 192 h (77%
des Maximalwerts) ungefa¨hr wieder auf die KGF-Konzentration bei 48 h (66% des Ma-
ximalwerts) abgesunken.
Bestrahlte und verwundete Modelle enthielten zu allen Untersuchungszeiten, mit Aus-
nahme von 192 h, ein ca. um den Faktor 2 erniedrigten KGF-Gehalt des Kontrollm-
odells. Im U¨berstand des Hautmodells ‘Verwundet und bestrahlt (5 Gy)’ war KGF ca.
um den Faktor 3 im Vergleich zum Kontrollmodell erniedrigt. Die Proteinkonzentration
nach 192 h des verwundeten und des bestrahlten Modells (5 Gy) waren im Vergleich zu
den bei 96 h gemessenen KGF-Konzentrationen im wesentlichen unvera¨ndert. Dagegen
wies der U¨berstand des Kontrollmodells eine deutlich niedrigere KGF-Konzentration
auf, wie in Abb. 4.23 zu sehen ist.
4.4.2 TGFβ1-ELISA
Im nicht kultivierten FAD-Kulturmedium waren 30 pg/ml TGFβ1-Protein vorhanden.
Die TGFβ1-Proteinkonzentrationen des Mediumu¨berstands verschiedener Hautmodel-
le wurden mit dem zeitlich entsprechenden TGFβ1-Wert des Kulturmediums ins Verha¨lt-
nis gesetzt. Dies geschah um zu beobachten, ob eine Produktion oder ein Verbrauch
des Wachstumsfaktors stattgefunden hat. Ein im U¨berstand gegenu¨ber dem im Kul-
turmedium reduzierter TGFβ1-Gehalt wurde als Verbrauch gewertet. Entsprechend
wurde eine im Mediumu¨berstand erho¨hte TGFβ1-Konzentration als Eigenproduktion
des Hautmodells gewertet.
Im Vergleich zum TGFβ1-Gehalt im FAD-Kulturmedium, wies ausschließlich der Me-
diumu¨berstand des mit 5 Gy bestrahlten Hautmodells nach 48 h tendenziell ho¨here
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und bei 96 h bzw. 192 h anna¨hernd gleiche Proteinkonzentrationen auf. Dabei sind
allerdings die großen Fehlergrenzen zu beachten.
Alle U¨bersta¨nde der anderen Modelle zeigen zum Untersuchungszeitpunkt 48 h stark
erniedrigte und im weiteren Zeitverlauf gegen Null absinkende TGFβ1-Werte.
Am Untersuchungszeitpunkt 48 h war der ho¨chste Verbrauch an TGFβ1 (99%) im ver-
wundeten und bestrahlten (5 Gy) Hautmodell (blaue Kurve) festzustellen, gefolgt vom
Kontrollmodell (96%, rote Kurve). Im Verlauf der weiteren Tage sank der Proteinspiegel
im Kontrollmodell gegen Null, der prozentuale Faktorenverbrauch blieb weitestgehend
konstant.
Solita¨r verwundete Modelle weisen ho¨here TGFβ1-Konzentrationen auf. Zum Unter-
suchungszeitpunkt 48 h enthalten die verwundeten Hautmodelle (gru¨ne und orangefar-
bene Kurve) durchschnittlich 44% der entsprechenden Proteinkonzentration im Kul-
turmedium. Die jeweiligen Mittelwerte der TGFβ1-Konzentration der beiden Modelle
sind allerdings deutlich voneinander abweichend. Zu beachten ist aber, dass sich die
Fehlergrenzen der Messwerte beider Modelle u¨berschneiden.
Im weiteren Untersuchungsverlauf bei 96 h und 192 h sinkt der TGFβ1-Gehalt des
verwundeten Hautmodells zuna¨chst auf 13% des Gehalts des Kulturmediums ab, am
Endzeitpunkt der Messung kann TGFβ1 nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 4.24).
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Abbildung 4.23: KGF-Proteinkonzentrationen im Mediumu¨berstand der Hautmodelle.
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Kapitel 5
Diskussion
5.1 Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der
Zelllinien HaCaT und HDFa
Die Studien der Proliferationskinetik dokumentieren anhand von Wachstumskurven
die zeitabha¨ngige Entwicklung der Zellzahl einer Zellkolonie nach unterschiedlicher
Strahlenexposition. Strahleninduzierte Zellscha¨den, welche in Abschnitt 2.1.4 genau-
er beschrieben sind, bedingen nicht nur eine zeitlich begrenzte Proliferationshemmung,
sondern ko¨nnen auch einen Verlust der Teilungsfa¨higkeit durch terminale Differenzie-
rung, Apoptose oder den mitotischen Zelltod hervorrufen [30]. Allerdings sind Zellen
fa¨hig, subletale Strahlenscha¨den zu reparieren (vgl. [112] und Abschnitt 2.1.4). Diese
Zellen ko¨nnen nach der Reparatur und der Umverteilung im Zellzyklus erneut prolife-
rieren.
In den ersten 24 h verha¨lt sich der Zellverlust von HaCaT-Keratinozyten proportio-
nal zur steigenden Strahlendosis. Erst ab einer Strahlendosis von 5 Gy zeigten die
HaCaT-Keratinozyten einen signifikanter Zellverlust von ca. 13% (19% bei 7 Gy). Bei
HDFa-Fibroblasten kann wa¨hrend der ersten 24 h kein direkter Zusammenhang zwi-
schen Zellverlust und Strahlendosis festgestellt werden. Zudem sinkt die Zellzahl von
unbestrahlten Zellen ebenfalls um 10% gegenu¨ber der eingesa¨ten Zellzahl ab.
Signifikante Zellverluste zeigen die Wachstumskurven 1 Gy, 3 Gy und 5 Gy, dies kann
als ein Indiz fu¨r eine ho¨here Strahlensensitivita¨t der HDFa-Zellen im niedrigen Dosis-
bereich gewertet werden.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass aus Gru¨nden, welche einleitend genannt
wurden, die Proliferationsfa¨higkeit der untersuchten Zellen und ihre maximale Popula-
tionsgro¨ße mit zunehmender Strahlendosis abnimmt und Zellabsterbeprozesse tenden-
ziell zunehmen. Das bedeutet, dass bestrahlte Zellen vor ihrem exponentiellen Wachs-
tum eine geringere Zahl proliferationsfa¨higer Zellen aufweisen, und nach der expo-
nentiellen Wachstumsphase die Populationsgro¨ße rapider abnimmt als bei einer nicht-
manipulierten Population. Das besta¨tigen verschiedene Kurvenparameter: die vermin-
derte Proliferationsfa¨higkeit kann an der zunehmenden Abflachung der Geradenstei-
gung und der daraus resultierenden verla¨ngerten Zellverdopplungszeit beobachtet wer-
den. In diesem Punkt unterscheiden sich die HaCaT-Zellen von den HDFa-Fibroblasten
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deutlich. Wa¨hrend sich bei den Keratinozyten eine bemerkenswerte Verla¨ngerung von
t2 erst nach einer Bestrahlung von 5 Gy einstellt, sind HDFa-Zellen strahlenempfind-
licher. Im Vergleich zu unbestrahlten HDFa-Fibroblasten hat sich t2 schon bei einer
Stahlendosis von 3 Gy verdoppelt.
Im Gegensatz zu HaCaT-Zellen, welche ihre exponentielle Wachstumphase ab einer
Strahlendosis von 3 Gy um 24 h verku¨rzen, ist diese bei gleicher Strahlenexposition
von HDFa-Zellen um 24 h verla¨ngert. Jedoch zeigen HaCaT-Zellen bei Strahlendo-
sen von 1 Gy und 3 Gy nach ihrer ersten Wachstumsphase ein zweites exponentielles
Wachstum, mit geringerer Steigung (also geringerer Wachstumsgeschwindigkeit). Die
Reparatur subletaler Strahlenscha¨den ko¨nnte das verla¨ngerte exponentielle Wachstum
der HDFa-Zellen und die zweite exponentielle Proliferationphase der HaCaT-Zellen
im niedrigen Dosisbereich bis 120 h p.r. erkla¨ren. Zudem sind geringere Zelldichten
nach Bestrahlung und die damit verminderte Na¨hrstofferscho¨pfung und Anha¨ufung
von Stoffwechselprodukten ebenfalls fu¨r das Zellwachstum fo¨rderlich. Eventuell regen
niedrigere Strahlendosen von 1 Gy und 3 Gy die Zellvermehrung der HaCaT-Zellen
sogar an.
Ho¨here Strahlendosen (5 Gy und 7 Gy) bedingen vermutlich vermehrt den Mitosetod
der Zellen, welcher die Aufrechterhaltung des exponentiellen Wachstums unmo¨glich
macht. Aus wahrscheinlich denselben Gru¨nden setzt in HaCaT-Kurven (mit gro¨ßer
werdenden Stahlendosen) das Absinken der Zellzahlen nach der Verzo¨gerungsphase im
Mittel 24 h eher ein. Die HDFa-Kurven fallen bereits nach 1 Gy und 3 Gy sehr stark
ab. Daraus kann geschlossen werden, dass Bestrahlung dosisabha¨ngig die Lebenszeit
der HaCaT-Zellen verku¨rzt, und dass das Verhalten der HDFa-Zellen fu¨r eine ho¨here
Strahlenempfindlichkeit im niedrigen Dosisbereich spricht.
Das Wachstumsverhalten der mit 7 Gy bestrahlten HDFa-Zellkultur weicht von dem
der anderen Kulturen (0 Gy bis 5 Gy) ab, wie die 7 Gy-Kurve zeigt. Die anfa¨ngliche
Zellabnahme ist zwar geringer als bei allen anderen bestrahlten Zellen, allerdings ha¨lt
sie bis 48 h p.r. an. Im weiteren Verlauf u¨berwiegen die Zellabsterbeprozesse die vor-
handene Proliferations- und Reparaturfa¨higkeit in einem Maße, dass ein exponentielles
Wachstum nicht mehr stattfinden kann.
Die HDFa-Zellen scheinen im ho¨heren Dosisbereich (7 Gy) wa¨hrend der ersten 24 h
weniger empfindlich zu sein, als im niedrigeren (geringere Absterberate, aber la¨nge-
re Phase der Proliferationshemmung). Gleichzeitig ist aber, wie oben beschrieben, im
weiteren Verlauf die Proliferations- und Reparaturfa¨higkeit herabgesetzt und ein ex-
ponentielles Wachstum findet nicht mehr statt. Dieser Widerspruch wu¨rde ein sehr
ungewo¨hnliches Verhalten der Zellen bedeuten. Allerdings ist es wahrscheinlicher, dass
hier, trotz mehrfacher Wiederholung des Versuchs, ein einmaliger, nicht erkannter sy-
stematischer Fehler der Messung vorliegt und der Messwert bei 24 h mit Vorbehalt zu
bewerten ist.
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5.2 Organotypische Co-Kulturen
Die Entwicklung und Erhaltung eines rekonstruierten, kutanen Gewebes mit der Fa¨hig-
keit zur regula¨ren, epidermalen Differenzierung und einer normalen Morphologie ist die
Zielsetzung bei der Herstellung von organotypischen Hauta¨quivalenten. Wie in Kapitel
1 ausfu¨hrlicher besprochen, bedeutet ein gut ausdifferenziertes Hauta¨quivalent mit hu-
manen Zellen fu¨r die strahlenbiologische Grundlagenforschung eine große Anna¨herung
an die Verha¨ltnisse der in vivo-Situation.
Bisher war das am ha¨ufigsten verwendete in vitro-Modell in der radiobiologischen For-
schung die Monolayerkultur. Diese geben vor allem Aufschluß u¨ber die Reaktion kolono-
gener Zellen auf zytotoxische Insulte und Dosiswirkungsbeziehungen, man erha¨lt aber
keine Informationen u¨ber das Zellverhalten innerhalb eines Verbandes [19]. Dreidimen-
sionale, organotypische Co-Kulturen gewa¨hrleisten einen mehrschichtigen, epiderma-
len Zellverband in Verbindung mit einer dermisa¨hnlichen Matrix, welche Fibroblasten
entha¨lt. Dennoch reproduzieren experimentelle Hautmodelle das Verhalten normaler,
verwundeter und/oder bestrahlter humaner Haut stets nur in gewisser Anna¨herung.
Es fehlt das Blutgefa¨ßsystem sowie andere kutane Zellarten. Der humanen Situation
am na¨chsten kommen Xenotransplantationen. Der bewusste Verzicht auf die in vivo-
Komplexita¨t dient jedoch der besseren U¨berschaubarkeit eines Systems, der konkreten
Kontrolle von Wachstums- und Behandlungsbedingungen und bietet die Mo¨glichkeit
der quantitativen Evaluierung zellularer Reaktionen und Wirkungen [19].
Im Gegensatz zu anderen Modellen werden zur Konstruktion des fu¨r diese Arbeit ver-
wendeten Hauta¨quivalents ausschließlich humane Zelllinien angewendet, um eine ho¨he-
re Reproduzierbarkeit des Hauta¨quivalents zu erhalten und von Spendern unabha¨ngig
zu sein. Desweiteren ko¨nnen dadurch die bekannten interindividuellen Reaktionsun-
terschiede auf ionisierende Strahlung vermieden werden. Die Abwesenheit des Nerven-
und Blutgefa¨ßsystems, sowie anderer Zellarten der Haut (Melanozyten, Langerhanszel-
len) ermo¨glicht die fokussierte Untersuchung der drei Hauptkomponenten der kutanen
Haut: Keratinozyten, Fibroblasten und der Matrix, sowie deren Wechselwirkungen.
Dadurch kann ein umfassenderes Versta¨ndnis physiologischer zellularer Interaktionen,
Funktionen und Wechselwirkungen dieser Hauptkomponenten und deren pathophysio-
logischer Hautreaktionen nach Verwundung und Bestrahlung erworben werden. Die mo-
lekulare Charakterisierung humaner Wunden vor und nach Bestrahlung, beispielsweise
die verschiedenen Faktorenexpressionen, sind fu¨r das Versta¨ndnis zur Entstehung von
Wundheilungssto¨rungen nach Strahlenexposition grundlegend. Daraus ko¨nnen neue
Ansa¨tze zur Vermeidung und Therapie von Wundheilungssto¨rungen bei Radiothera-
pie von Krebspatienten entwickelt werden [154].
5.2.1 Methodische Aspekte bei Zu¨chtung des Hauta¨quivalents
Ausgehend von der Technik von Smola, Fusenig und Kehe zur Herstellung einer orga-
notypischen Co-Kultur wurde dieses Hauta¨quivalent teilweise modifiziert und entspre-
chend angepasst.
Im Gegensatz zu Smola und Kehe wurde dem FAD-Medium 5 ml Penicillin-Streptomycin-
Suspension als Schutz vor Infektionen zugegeben. Eine nachteilige Wirkung konnte
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nicht festgestellt werden. Weiterhin wurde ein vorgefertigter Kollagenschwamm ver-
wendet, bestehend aus einer bovinen Kollagenmischung vom Typ I und Typ IV mit
durchgehenden Matrixporen. Smola und Kehe stellen Kollagengele vom Typ I aus Rat-
tenschwanzsehnen her. Die vorgefertigte Kollagenmatrix erleichterte die Zu¨chtung von
artifiziellen Geweben durch Reduzierung der Arbeitsschritte und Verminderung der
Kontaminierungsgefahr. Die Matrixporen erwiesen sich jedoch als nachteilig, da einer-
seits vermutlich weniger Fibroblasten in die Matrix einwanderten und anderseits basa-
le Keratinozyten in diese Poren abtropften. Das von Smola verwendete Zellverha¨ltnis
(Keratinozyten zu Fibroblasten pro cm2) wurde von 5:1 auf 2:1 zugunsten der HDFa-
Fibroblasten vera¨ndert. Damit konnte eine verbesserte Ausdifferenzierung erreicht wer-
den.
Die Kultivierung des Modells wurde ausschließlich an der Luft-Medium-Grenze durch-
gefu¨hrt. Abweichend vom urspru¨nglichen Protokoll wurde die Kollagenmatrix mit ein-
gesa¨ten Fibroblasten fu¨r sieben Tage kultiviert, bevor die HaCaT-Zellen zugegeben
wurden (statt einer 24-stu¨ndigen, subkonfluenten Kultivierung). Damit sollte den Fi-
broblasten Zeit zur Adaption, Migration und Besiedlung der Kollagenmatrix gegeben
werden. Gleichzeitig konnte dadurch die epidermale Morphogenese und Differenzierung
verbessert werden.
Die Einsatzko¨rbe der verwendeten Deep-Well-Platte (Fa. Becton Dickinson, Deutsch-
land), in denen sich das Hautmodell befand, waren so konzipiert, dass die regelma¨ßi-
gen Mediumwechsel an zwei Seiten des Korbes leicht durchzufu¨hren waren. Zudem
verhinderte der Einsatzkorb das versehentliche Beru¨hren des Gewebes mit der Pipet-
te und verringerte dadurch die Kontaminationsgefahr. Die standardisierte Zugabe von
11 ml Na¨hrmedium umschloss die untere Ha¨lfte der Kollagenmatrix. Damit war die
Erna¨hrung des Epithels, entsprechend der in vivo-Situation, ausschließlich von sei-
ner Unterseite und per Diffusion garantiert. Aus Erfahrung mit minderwertiger Epi-
thelausbildung bei Temperatur-, Luftfeuchtigkeits- und CO2-Schwankungen wurde die
Anzu¨chtung des Epithel nur dann vorgenommen, wenn die anderweitige Nutzung des
Brutschranks die konstanten Kulturbedingungen nicht beeintra¨chtigte.
5.2.2 Morphologie und Proliferationskinetik der rekonstitu-
ierten Epidermis
Die Ausbildung einer beinah morphologisch korrekten und differenzierten Epidermis
konnte in unserem Hauta¨quivalent fru¨hestens nach einer vierwo¨chigen Kultivierungs-
dauer der HaCaT-Zellen erreicht werden. Die Verzo¨gerung von ein bis zwei Wochen bis
zur Ausbildung der normalen Gewebearchitektur ist konsistent mit Studienergebnissen
von Schoop [137] von organotypischen HaCaT-Co-Kulturen mit entsprechender Fibro-
blastenanzahl und von HaCaT-Transplantaten auf Nacktma¨usen [18]. Schoop konnte
in Experimenten mit der doppelten Fibroblastenzahl die Ausbildung einer normalen
Gewebearchitektur um eine Woche verku¨rzen. Dennoch ist die Gewebeorganisation von
HaCaT-Zellen auch bei optimierter Fibrobastenzahl verzo¨gert und unvollsta¨ndig, ver-
glichen mit normalen Keratinozyten [139]. Das ko¨nnte eine reduzierte Sensibilita¨t der
HaCaT-Zellen gegenu¨ber differenzierungspezifischen Faktoren und Entwicklungssigna-
len zeigen [18].
5.2. ORGANOTYPISCHE CO-KULTUREN 87
Im Vergleich zu Kulturen normaler Keratinozyten waren die Interzellularspalten ver-
breitert, vermutlich aufgrund einer reduzierten Desmosomenbildung zur Matrix und
zu benachbarten Zellen. Das ko¨nnte auch der Grund fu¨r die unregelma¨sige Anordnung
der HaCaT-Zellen im Str. basale und die kaum vorhandenen stachelfo¨rmigen Ausla¨ufer
der Keratinozyten im Str. spinosum sein.
Ebenso war die Anzahl der Keratohyalingranula im Str. granulosum vermindert und die
Degradation der Hornzellen unvollsta¨ndig. Schoop vermutet, dass die verwendeten im-
mortalen HaCaT-Zellen, im Vergleich zu normalen humanen Keratinozyten, Vera¨nde-
rungen im morphogenetischen Potential aufweisen [137].
Problematisch war die wiederholt auftretende strukturelle Auflo¨sung der Kollagenma-
trix nach Ablauf der 5. Kultivierungswoche. Die Selbstverdauung des Kollagenkissens
war in den Bereichen beschleunigt, welche von rekonstruierter Epidermis bedeckt wa-
ren. Es handelt sich hierbei vermutlich um epitheliale und mesenchymale Kollagenasen,
welche die α-Kette des fibrilla¨ren Kollagens spalten. Die sogannten Matrixmetallo-
proteinasen (MMP) sind wahrscheinlich in vivo bei ihrer natu¨rlichen Modellierung in
ein homo¨ostatisches Gleichgewicht der extrazellularen Matrix eingebunden. Dem in
vitro-Modell fehlen wohl die fu¨r die Inhibitionsmechanismen verantwortlichen Fakto-
ren, beispielsweise Tissue Inhibitors of Metalloproteinase (TIMP) und TGFβ1, die
Gegenspieler der MMP. In allen durchgefu¨hrten Experimenten konnte TGFβ1-Protein
immunhistologisch im Hauta¨quivalent nicht nachgewiesen werden. Eventuell ko¨nnte ein
Zusammenhang zwischen dem Kollagenabbau und der fehlenden TGFβ1-Expression in
der Co-Kultur bestehen [19]. Auflo¨sungserscheinungen der Matrix konnten in fru¨heren
Versuchen mit du¨nneren Kollagenschwa¨mmen nicht beobachtet werden. Fibroblasten
sind, im Vergleich zu anderen Hautzellen, die Hauptquelle von TGFβ1 [116]. Vermutlich
war die HDFa-Anzahl in der dickeren Kollagenmatrix nicht ausreichend, um genu¨gend
matrixstabilisierendes TGFβ1 zu produzieren.
Neben der regelma¨ßigen Ausbildung eines mehrschichtigen Epithels variierte die Ausdif-
ferenzierung von Keratinozyten in ho¨heren Zelllagen der unterschiedlichen Hauta¨quiva-
lente. Die Reproduzierbarkeit einer vollsta¨ndig ausdifferenzierten Epidermismorpholo-
gie lag bei etwa 35%. In mangelhaft differenzierten Modellen setzten nach ca. vierwo¨chi-
ger Kultivierungsperiode der HaCaT-Keratinozyten strukturelle Auflo¨sungsvorga¨nge in
der rekonstruierten Epidermis ein. Die sich aus den Epidermis- und Martrix-Auflo¨sun-
gen ergebenden Probleme beim Schneiden des noch auswertbaren rekonstruierten Ge-
webes, konnten nur u¨ber eine ho¨here Schnittdicke zwischen 7 und 12 µm bewa¨ltigt
werden. Die Ursachen fu¨r diese morphologische Alterung in der Epidermis sind noch
nicht bekannt. Sie traten ebenfalls geha¨uft nach Vera¨nderung der Herstellung und Zu-
sammensetzung der vorgefertigten Kollagenschwa¨mme auf. Mo¨glicherweise ko¨nnte noch
vorhandenes Ethylenoxid im Kollagenschwamm eine Scha¨digung der Zellen bewirken.
Untersuchungen konnten gentoxische Wirkungen von Ethylenoxid auf Keim- und soma-
tische Zellen nachweisen. Ethylenoxid wird perkutan absorbiert, vor allem bei verschlos-
sener Oberfla¨che. Ethylenoxid alkyliert viele organische Substanzen im menschlichen
Ko¨rper und wirkt dadurch toxisch [161, 89].
Wie schon in Abschnitt 2.3 und Abschnitt 2.5 genauer beschreiben, ko¨nnte die un-
natu¨rliche Zusammensetzung der Matrix, vor allem das Fehlen von Heparansulfat,
vera¨nderte Speicherfa¨higkeiten von WF (z.B. FGF, latentes TGFβ) verursachen und
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die Erhaltung des epithelialen Gewebes und der Matrix ebenfalls negativ beeinflus-
sen. Ho¨chstwahrscheinlich tragen auch suboptimale Kulturbedingungen zur verfru¨hten
Involution des Modells bei. Eine Optimierung der Kulturbedingungen ko¨nnte die Per-
fusionskammer darstellen, denn die sta¨ndige Erneuerung des Mediums ermo¨glicht die
kontinuierliche Zufuhr von Na¨hrstoffen [19].
Ferner ko¨nnte die geeignete Zugabe von Lipiden, Ceramiden, Vitamin D, verschiedenen
Zytokinen [132] und anderen Hautzellen [19], sowie die Erho¨hung der Fibroblastenan-
zahl die Ausdifferenzierung des epidermalen Gewebes in Co-Kulturen weiter fo¨rdern
und Alterungsprozesse im Epithel verzo¨gern bzw. verhindern [19].
5.2.3 Anmerkungen zur Methodik der immunhistochemischen
Fa¨rbemethode APAAP
Die spezifische Reaktion zwischen Antigen und Antiko¨rper ist der Grund fu¨r einen
pra¨ziseren Nachweis mit immunchemischen Fa¨rbemethoden im Vergleich zu gewo¨hn-
lichen histochemischen Techniken [108]. Die APAAP-Methode zeichnet sich durch die
hohe Haltbarkeit fotogener Pra¨parate aus. Im Vergleich zu direkten und indirekten
Immunperoxidase-Fa¨rbemethoden ist die Empfindlichkeit bei exakter Durchfu¨hrung
der Technik bedeutend ho¨her [35]. Monoklonale Antiko¨rper sind immunchemisch iden-
tisch und reagieren nur mit einem spezifischen Antigen. Dennoch variiert die Affinita¨t
von monoklonalen Antiko¨rpern verschiedener Firmen.
Jedes immunhistochemische Protokoll muss auf das untersuchte Probenmaterial an-
gepasst werden, denn eine Vielzahl von Einflussgro¨ßen kann das Fa¨rbeergebnis beein-
flussen. Das Mitfu¨hren von Negativkontrollen kann die Frage nach dem Vorhandensein
des Antigens im histologischen Schnitt eindeutig beantworten. In Gefrierschnitten sind
Oberfla¨chenantigene noch lokalisierbar, wa¨hrend sie durch andere Fixationsmethoden,
beispielsweise Paraffineinbettung, zum Großteil zersto¨rt werden. Deshalb sind Gefrier-
schnitte Pra¨parate der Wahl fu¨r die histologischen Auswertung. Allerdings kann die
unvollsta¨ndige Konservierung sto¨rende Vera¨nderungen morphologischer Details verur-
sachen. In la¨ngerdauernden immunchemischen Fa¨rbeverfahren zeigen die Pra¨parate oft
Chromatolyse und Verlust von Zellmembranen [108]. Da die Durchfu¨hrung der APAAP-
Fa¨rbung maximal fu¨nf Stunden beanspruchte, war dieser Nachteil von untergeordneter
Bedeutung.
Aufgrund der Erfahrung mit der nicht zufriedenstellenden Erhaltung der morpholo-
gischen, epidermaler Strukturen wurde das zu konservierende Gewebe zuna¨chst bei
minus 20 ◦C tiefgefroren und spa¨ter bei minus 70 ◦C gelagert. Desweiteren wurden
die Objekttra¨ger mit Kryostatschnitten nach Probefa¨rbungen nicht nur bei Raumtem-
peratur, sondern generell u¨ber Nacht auf einer Heizplatte bei 37 ◦C luftgetrocknet.
Damit konnte das Abschwimmen der Pra¨parate vom Objekttra¨ger wa¨hrend des Fa¨rbe-
vorgangs verhindert werden.
Neben der Fixierung des Gewebes und der Antiko¨rperkonzentration, beeinflusst die
Temperatur die Antiko¨rperreaktionszeit [108]. Um eine verbesserte Antigenbindung zu
erreichen, wurde die Inkubation nach Zugabe des Prima¨rantiko¨rpers nicht bei Raum-
temperatur sondern im Brutschrank bei 37 ◦C durchgefu¨hrt. Zur Vermeidung sto¨render
Kristallbildungen in Schnittpra¨paraten sind spa¨ter alle PBS-Anwendungen im APAAP-
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Fa¨rbeprotokoll durch Aqua dest. ersetzt worden.
5.3 Antigenstudien am dreidimensionalen Hauta¨qui-
valent
5.3.1 Panzytokeratin
Die Lokalisation der Zytokeratinexpression in basalen, suprabasalen und verhornten
Schichten der organotypsischen Epidermis unseres HMs stimmt mit der der huma-
nen Haut u¨berein. Abweichend davon traten zusa¨tzliche positive Farbreaktionen in
dorsalen, suprabasalen Schichten und abgeplatteten Lagen auf, sie sind ein Hinweis
auf eine atypisch induzierte Keratinexpression. Wie in Abschnitt 2.15.2 genauer be-
schrieben, ergaben auch Zytokeratinanalysen anderer Arbeitsgruppen an organotypi-
schen Co-Kulturen mit HaCaT-Keratinozyten abweichende Ergebnisse im Vergleich
zur natu¨rlichen Epidermis . Als mo¨gliche Gru¨nde werden die regenerative Stimulierung
suprabasaler Keratinozyten [142] angefu¨hrt oder suboptimale Wachstumsbedingungen
[115], welche zu einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt in einen anomalen Diffe-
renzierungsprozess fu¨hren [15]. Boelsma vermutet eine anomale Kontrolle der Genex-
pressionen von terminalen Differenzierungproteinen in HaCaT-Zellen. Dieser Mangel
kann weder durch verschiedene Na¨hrmedien, noch mit vera¨nderten Kulturbedingungen
aufgehoben werden [15].
5.3.2 Der Proliferationsmarker Ki-67
Das Expressionsmuster von Ki-67 in der rekonstruierten Epidermis stimmt weitgehend
mit der in vivo-Situation u¨berein und zeigt eine regula¨re Proliferationslokalisation in
basalen und unteren suprabasalen Lagen. Das Fa¨rbemuster zeigt, dass das Ziel einer
physiologischen Lokalisation der Keratinozytenproliferation in diesem Hauta¨quivalent
nach vierwo¨chiger Kultivierungszeit erreicht ist.
Da keine vergleichende Untersuchung an normaler humaner Haut durchgefu¨hrt wurde,
kann anhand dieses Ergebnisses keine Aussage u¨ber den Proliferationsstatus basaler
Zellen getroffen werden. Andere Arbeitsgruppen beobachten nach BrdU-Untersuchun-
gen in organotypischen Co-Kulturen mit HaCaTs, welche auf einem Kollagengel Typ
I mit eingebetteten, prima¨ren humanen Fibroblasten kultiviert wurden, regelma¨ßig
ein hyperproliferatives Str. basale im Gegensatz zu Co-Kulturen mit normalen Kera-
tinozyten [137]. Jedoch erfolgten, aufgrund einer schnelleren Ausdifferenzierung, die
Proliferationsstudien in der Regel schon nach drei Kultivierungswochen. Dieser fru¨he
Untersuchungszeitpunkt ko¨nnte die hyperproliferativen, basalen HaCaT-Zellen in die-
sen Co-Kulturen erkla¨ren.
5.3.3 β1-Integrin (CD29)
Die Expression von β1-Integrin in Fibroblasten, die mebransta¨ndige Lokalisation in
Keratinozyten und die starke, basale β1-Produktion stimmen mit denen der humanen
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Haut u¨berein. Die wenig reduzierte β1-Integrin-Reaktion in den u¨brigen epiderma-
len Schichten zeigt jedoch wiederum, dass die terminale Differenzierung suprabasaler
HaCaT-Keratinozyten nur unzureichend induziert ist.
Nach der Bestrahlung mit 5 Gy war in den Gefrierschnitten eine signifikante Hochre-
gulierung der β1-Integrin-Expression in suprabasalen Keratinozyten feststellbar. Die-
se Untersuchungen konnten zum ersten Mal eine durch Bestrahlung induzierte β1-
Integrin-Produktion in einem dreidimensionalen Hauta¨quivalent belegen. Die Beob-
achtung sind u¨bereinstimmend mit anderen immunhistochemischen Untersuchungen
von normaler humaner Haut nach 48 h und gleicher Strahlendosis [101, 100]. Wa¨hrend
die humane Epidermis eine Intensivierung der Fa¨rbung bis einschließlich des Str. spi-
nosums zeigt, sind im Hautmodell vor allem auch obere suprabasale, abgeplattete und
verhornte Schichten der Epidermis intensiviert. Die Farblokalisation weicht wie im un-
bestrahlten, epidermalen Gewebe von der in vivo-Situation ab, vermutlich aus den
zuvor genannten Gru¨nden.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die stimulierte β1-Expression auf Keratinozyten
im rekonstruierten Epithel entscheidend zur Vermittlung der strahlenbedingten kuta-
nen Entzu¨ndungsreaktion beitra¨gt [98]. Wie in Abschnitt 2.14 ausfu¨hrlicher beschrie-
ben, sind Integrine bei der U¨bertragung biophysikalischer Signale (Ro¨ntgenstrahlung)
zur Plasmamembran grundlegende Regulatoren der Signaltransduktion und Zellfunkti-
on [26]. Die Ligandenbindung (outside-in signalling) kann zum Beispiel die Zellapoptose
suppremieren. In diesem Zusammenhang ko¨nnte die Stimulierung der β1-Expression
nach Bestrahlung eine Art Selbstschutzreaktion der Zellen darstellen [98].
5.3.4 ICAM-1 (CD54)
Im Gegensatz zur humanen Haut, wird ICAM-1 in der rekonstruierten Epidermis und
von HDFa-Fibroblasten produziert. Auch mittels FACScan-Untersuchungen konnte im
HDFa-Monolayer eine Grundfluoreszenzintensita¨t von ICAM-1 nachgewiesen werden
[101]. Vermutlich regen nicht-optimale Kulturbedingungen die Zellen zur ICAM-1 Ex-
pression an.
Die Strahlenexposition von 5 Gy bedingte in allen Fa¨llen eine Induktion der ICAM-1-
Expression in der rekonstruierten Epidermis, mit Akzentuierung in dorsalen Lagen und
teilweise auch in dermalen Fibroblasten. Die epidermale ICAM-1-Induktion ist konsi-
stent mit APAAP-Untersuchungen von Spalthautproben 48 h nach Bestrahlung mit
einer Dosis von 5 Gy in [10, 101]. Eine erho¨hte ICAM-1-Immunreaktivita¨t von derma-
len Fibroblasten in Spalthautproben wurde dort jedoch nicht beschrieben. Die Unter-
suchungen 7/8 Tage nach Bestrahlung von 2,5 Gy und 5 Gy scheinen die These einer
dosisabha¨ngigen Induzierung der ICAM-1-Expression [101] zu besta¨tigen. Nur bei einer
Strahlendosis von 5 Gy konnte eine signifikant induzierte ICAM-1-Immunreaktivita¨t
nachgewiesen werden.
In zwei Versuchen, bei denen das HM solita¨r verwundet wurde, ist jeweils die ICAM-
1-Fa¨rbung nach 48 h und nach 7 Tagen untersucht worden. Dabei ist eine deutliche
Intensivierung der ICAM-1-Fa¨rbung nach 48 h sowie ein Ru¨ckgang der Fa¨rbungsinten-
sita¨t auf das Niveau des Kontrollpra¨parats nach 7 Tagen beobachtet worden, allerdings
nur in einem der beiden Ansa¨tze. Das entspricht den Ergebnissen von Untersuchungen
5.3. ANTIGENSTUDIEN AM DREIDIMENSIONALEN HAUTA¨QUIVALENT 91
an transplantierter, menschlicher Haut auf Ma¨usen [97]. Vermutlich war aufgrund der
schlechter ausdifferenzierten Epidermis im zweiten Versuch dort dieser Verlauf nicht
mehr nachvollziehbar.
Abweichend von der natu¨rlichen ICAM-1-Expression, zeigen HaCaT-Zellen und HDFa-
Zellen der Co-Kultur auch 7 Tage nach Verwundung eine diffuse ICAM-1-Expression,
wahrscheinlich ebenfalls bedingt durch nicht optimale Kulturbedingungen. Wa¨hrend
der Wundheilung vera¨nderten die HDFa-Fibroblasten, entsprechend humaner Fibro-
blasten nach Verwundung, ihre ICAM-1 Expression nicht [97].
Fu¨r ICAM-1, als zelltypspezifischer Mediator, stehen zellulare Interaktionen wa¨hrend
der Immunantwort und bei Entzu¨ndungsvorga¨ngen im Vordergrund. ICAM-1 vermit-
telt auch Leukozytenkontakte zu zahlreichen kutanen Zellarten [33]. Wie unter Ab-
schnitt 2.13.3 ausfu¨hrlich beschrieben, belegen Studien von Hallahan [63] die notwen-
dige Anwesenheit von ICAM-1 als Voraussetzung fu¨r das Auswandern der Leukozyten
in verletzte bzw. entzu¨ndete Regionen. Diese Infiltration von Leukozyten bedingt eine
funktionelle Organsto¨rung [123]. Andererseits kann durch Zugabe von mit Antiko¨rpern
gegen zellulare Adha¨sionsmoleku¨le die Leukozytenansammlung im Gewebe verhindert
und Gewebescha¨den signifikant vermindert werden [61, 104].
Auch die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Versuche am Hautmodell (s. Abschnitt 4.3.4.2)
implizieren die dosisabha¨ngige Induzierung der ICAM-1-Expression. Dies kann zum
Versta¨ndnis dieser pathophysiologischen Vorga¨nge beitragen und neue Therapiemo¨glich-
keiten zur Vermeidung unerwu¨nschter kutaner Strahlenreaktionen nach Radiotherapie
erschließen.
5.3.5 TGFβ3
Die TGFβ3-Immunreaktivita¨t unseres Hauta¨quivalents ist beinahe identisch mit der
normalen kutanen Haut. Obwohl HDFa-Fibroblasten und alle epidermale Lagen TGFβ3
expremierten, waren, anders als in der natu¨rlichen Haut, auch verhornte Zellschich-
ten der rekonstruierten Epidermis TGFβ3-positiv (s. Abschnitt 4.3.5.1). Dies ko¨nnte
ebenfalls als Ausdruck eines verzo¨gert differenzierten, parakeratotischen oder hyper-
platischen Gewebes gewertet werden. Auch in gut organisierten und differenzierten
HaCaT-Oberfla¨chentransplantaten (21 Tage) auf Ma¨usen unterschied sich die TGFβ3-
Fa¨rbung von der in vivo-Situation. TGFβ3 war ausschließlich in den oberen Lagen der
Epidermis anzutreffen. Diese transplantierten HaCaT-Zellkulturen auf Kollagen Typ
I wurden zum Untersuchungszeitpunkt ebenso als parakeratotisch und hyperplatisch
beschrieben [55].
Nach Bestrahlung ist die TGFβ3-Immunreaktivita¨t in HDFa-Fibroblasten im Gegen-
satz zu der in HaCaT-Keratinozyten deutlich erho¨ht. Das Ergebnis ko¨nnte auf ein ho¨he-
re Strahlenempfindlichkeit der Fibroblasten hindeuten. Uns sind keine Vero¨ffentlichun-
gen zu kutaner TGFβ3-Proteinexpression im Untersuchungszeitraum von 2-8 Tagen
und einer Strahlenexposition von 5 Gy bekannt. Untersuchungen von Rattendu¨nndar-
mepithel konnten zwei Wochen nach lokaler Ro¨ntgenbestrahlung (12 Gy und 21 Gy)
im regenerativen Epithel fu¨r TGFβ3 nur eine minimale U¨berexpression nachweisen
[156]. Eventuell war eine einmalige Strahlendosis von 5 Gy zur Induktion der TGFβ3-
Expression fu¨r HaCaT-Zellen nicht ausreichend oder der Untersuchungszeitpunkt zu
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fru¨h, um eine stimulierte Synthese feststellen zu ko¨nnen. Zudem besitzt die organoty-
pische Epidermis kein Blutgefa¨ßsystem, welches wa¨hrend der akuten Strahlenreaktion
das Gewebe mit Entzu¨ndungszellen versorgt. Die Bestrahlung regt Entzu¨ndungszellen
zur Produktion proinflammatorische Zytokine an, die ihrerseits die Produktion von
TGFβ fo¨rdern [66].
Nach Verwundung kann in Keratinozyten und Fibroblasten des Hautmodells keine Ex-
pressionssteigerung von TGFβ3 festgestellt werden. m-RNA-Untersuchung von akuten
und chronischen Brandwunden der humanen Haut konnten eine hohe Immunoreak-
tivita¨t von TGFβ3 nachweisen [111]. Da uns keine TGFβ3-Protein Untersuchungen
bekannt sind, ist ein Vergleich mit der humanen Haut nicht mo¨glich.
Nur nach kombinierter Verwundung und Bestrahlung zeigen neben den Fibroblasten
auch die HaCaT-Zellen nach 48 h ein geringe Hochregulierung ihrer TGFβ3-Synthese.
Dieses Ergebnis u¨berrascht, da weder nach Verwundung, noch 7/8 Tage nach Bestrah-
lung eine Induzierung der TGFβ3-Expression in der Epidermis nachgewiesen werden
konnte. Dieser Nachweis kann als Hinweis auf eine voru¨bergehende Induzierung inter-
pretiert werden.
5.3.6 TGFβ1
In Gefrierschnitten des organotypischen Hautgewebe konnte TGFβ1 immunhistolo-
gisch, mit dem entsprechenden Antiko¨rper (OncogeneTM, Art. Nr. GF06), nicht nach-
gewiesen werden. Es ist bekannt, dass Zytokine immunhistologisch schwer nachzuweisen
sind. Ebenso weisen monoklonale Antiko¨rper verschiedener Firmen das entsprechende
Antigen unterschiedlich gut nach.
Zum Nachweis von TGFβ1 wurde mit einer Antiko¨rperverdu¨nnung von 1:50 gearbei-
tet. Bei dieser hohen Antiko¨rperkonzentration kann jedoch davon ausgegangen werden,
dass im Schnittgewebe zum Zeitpunkt der Fa¨rbung kein Antigen vorhanden war. Um
eine endgu¨ltige Aussage machen zu ko¨nnen, ob das Hautmodell kein TGFβ1 produ-
ziert, sollten Antiko¨rper anderer Firmen und weitere Proteinuntersuchungsmethoden
(Western Blot, FACScan, ELISA von rekonstruiertem Gewebe etc.) durchgefu¨hrt wer-
den.
5.3.7 α5β1-Integrin (CD49e)
In epithelialen, humanen Hautzellen korreliert die abnehmende α5-Integrin-Expression
mit einer reduzierten Fibronektinhaftung und einer gesteigerten Involukrinexpression
[2], welche Keratinozyten in oberen Schichten des Str. spinosums und im Str. granulo-
sum zeigen. Dementsprechend zeigt das Hautmodell eine geringe α5β1-Expression bis
in suprabasale Lagen. Fokale Anfa¨rbungen in abgeplatteten und verhornten Schichten
deuten wiederum auf eine unvollkommene Ausdifferenzierung hin. Im rekonstruierten
Hautmodell bewirken wohl von der in vivo-Situation abweichende Kultivierungsbe-
dingungen die Aktivierung der suprabasalen HaCaT-Zellen und die daraus folgende
Integrinexpression.
Wie schon in Abschnitt 2.14.2 beschrieben, werden Keratinozyten u. a. wa¨hrend der
Wundheilung aktiviert und expremieren α5β1-Integrin [27]. Wa¨hrend die Stimulie-
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rung, zum Zeitpunkt 48 h, besonders an den Wundra¨ndern mit in vivo-Verha¨ltnis-
sen u¨bereinstimmt [82, 6], zeigen aber auch alle epidermalen Schichten im unverletz-
ten Gewebe des Hautmodells eine stark induzierte Integrinexpression. Der zusa¨tzli-
che Reiz durch Verwundung ko¨nnte diese u¨berschießende Integrinsynthese der schon
zuvor (durch die Kulturbedingungen) aktivierten, normalen Keratinozyten eventuell
begru¨nden. Die hochregulierte Integrinexpression war, wie im humanen, verwundeten
Plattenepithel, voru¨bergehend [82] und konnte am 7. Tag nicht mehr nachgewiesen
werden. Im Hauta¨quivalent war noch eine schwache Farbreaktion in der Epidermis zu
beobachten, mit Akzentuierung in abgeplatteten Schichten. Diese α5β1-Akzentuierung
in abgeplatteten Zellschichten kann nicht erkla¨rt werden.
Entsprechend dem natu¨rlichen Verhalten humaner, dermaler Fibroblasten, welche nicht
in die Wunde einwandern [27], zeigten die HDFa-Fibroblasten keine gesteigerte Inte-
grinexpression.
5.3.8 α2β1-Integrin (CD49b)
Das α2β1-Fa¨rbemuster im rekonstruierten Hauta¨quivalent stimmt beinahe vollsta¨ndig
mit dem der normalen humanen Haut u¨berein. Abweichend davon zeigen auch verhorn-
te Zelllagen regional positive Antiko¨rperreaktionen.
Das Fa¨rbemuster nach Bestrahlung war u¨bereinstimmend mit dem bestrahlter humaner
Spalthaut (48 h nach 5 Gy) [101, 100]. Allerdings konnte nach 7/8 Tagen bei 2,5 Gy und
5 Gy in Fibroblasten und Keratinozyten beidesmal nur eine geringe Farbintensivierung
festgestellt werden. Diese Ergebnisse sind konsistent mit durchflusszytometrischen Un-
tersuchungen, welche bis 5 Tage nach Bestrahlung mit 2,5 Gy und 5 Gy eine anna¨hernd
gleiche α2β1-Expressionsdichte von HDFa-Fibroblasten zeigen [101, 100]. Das ko¨nnte
wiederum ein Hinweis auf eine ho¨here Strahlenempfindlichkeit der HDFa-Fibroblasten
im niedrigeren Strahlendosisbereich sein.
Das Expressionsverhalten nach Verwundung im rekonstruierten Epithel ist u¨berwie-
gend konsistent mit dem von verwundeter Mundschleimhaut (Gaumenepithel) [82].
Entsprechend der in vivo-Situation induzierten weder HaCaT-Keratinozyten noch HDFa-
Fibroblasten ihre Integrinexpression nach Verwundung. Es erfolgte lediglich eine Um-
verteilung der Expression der Rezeptors.
Nach Kombination von Verwundung und Bestrahlung zeigten epidermale HaCaT-
Zellen und HDFa-Fibroblasten eine deutlich induzierte Expression. Die α2β1-Expres-
sion des Hauta¨quivalents verha¨lt sich erwartungsgema¨ß a¨hnlich wie humane Spalthaut
nach solita¨rer Bestrahlung mit 5 Gy.
5.3.9 Zusammenfassung der Antigenexpression des Hauta¨qui-
valents im Vergleich zur humanen Haut
Insgesamt zeigte unser nicht-manipuliertes Hautmodell fu¨r den Proliferationsmarker
Ki-67 eine vollkommen identische Lokalisation, fu¨r Zytokeratin, β1-Integrin, α2β1-
Integrin und TGFβ3 ist das Expressionsmuster teilweise mit der natu¨rlichen, kutanen
Haut u¨bereinstimmend. Ihnen allen sind zusa¨tzliche Farbreaktionen in der dorsalen,
rekonstruierten Epidermis gemeinsam.
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Die Unterbrechung der rechtzeitigen und regula¨ren Expression der Faktoren (Zytoke-
ratin, β1- und α2β1-Integrin, TGFβ3) zeigt, dass die terminale Differenzierung supra-
basaler HaCaT-Keratinozyten nur unzureichend induziert ist und weist, wie Schoop
[137] beschreibt, auf eine unvollkommene Ausdifferenzierung hin.
Anomales Expressionsverhalten von HaCaT-Keratinozyten und Fibroblasten ko¨nnte
auch durch die suboptimalen Wachstumsbedingungen erkla¨rt werden. Diese haben ei-
ne regenerative Stimulierung suprabasaler Keratinozyten und einen anomalen Differen-
zierungsprozess in organotypischen Co-Kulturen zur Folge [142, 115, 15]. Vermutlich
aus denselben Gru¨nden zeigte das normale Hauta¨quivalent abweichend von der huma-
nen Haut regelma¨ßig in der rekonstruierten Epidermis und in HDFa-Fibroblasten eine
schwache ICAM-1- und α5β1-Integrin-Immunreaktivita¨t.
Nach Strahlenexposition entsprach das Expressionsverhalten der Adha¨sionsmoleku¨le
ICAM-1 und β1-Integrin den Untersuchungsergebnissen humaner Spalthaut [101, 100].
HDFa-Fibroblasten zeigten nach Bestrahlung von 2,5 und 5 Gy eine unvera¨nderte
TGFβ3- und α2β1-Integrin-Immunreaktivita¨t. Das ko¨nnte als ein Hinweis auf eine
ho¨here Strahlenempfindlichkeit der Fibroblasten im niedrigeren Strahlendosisbereich
interpretiert werden und wu¨rde in diesem Fall die Ergebnisse der HDFa-Wachstums-
kurven besta¨tigen. In HaCaT-Zellen konnte bei Strahlenexposition von 2,5 und 5 Gy
nach 7/8 Tagen keine TGFβ3-Expression nachgewiesen werden. Vermutlich waren die
Strahlendosen zur Induktion der TGFβ3-Expression nicht ausreichend oder aber der
Untersuchungszeitpunkt zu fru¨h gewa¨hlt.
Nach Verwundung reagiert das organotypische Hauta¨quivalent weitgehend entspre-
chend den vero¨ffentlichten Ergebnissen der normalen humanen Haut bezu¨glich ICAM-
1, α2β1- und α5β1-Integrin. Im Gegensatz zur humanen Mundschleimhaut zeigte
das unverwundete, rekonstruierte epidermale Gewebe ebenfalls eine induzierte α5β1-
Integrinexpression. Der zusa¨tzliche Verwundungsreiz ko¨nnte eventuell eine u¨berma¨ßige
Aktivierung und Integrinsynthese im unverletzten Gewebe bedingen.
Bei Kombination der Noxen Bestrahlung und Verwundung zeigte das Expressionsver-
halten von α2β1-Integrin bei 48 h erwartungsgema¨ß eine a¨hnliche Tendenz, wie man
sie bei solita¨rer Strahlenexposition von humaner Spalthaut findet, da nach solita¨rer
Verwundung keine erho¨hte α2β1-Expression festgestellt werden konnte.
U¨berraschend war der Nachweis einer geringen Hochregulierung der TGFβ3-Synthese
in HaCaT-Zellen. Das ko¨nnte eventuell als ein Hinweis auf eine voru¨bergehende Indu-
zierung gewertet werden.
Da es sich sowohl bei den solita¨r bestrahlten Hautmodellen (7/8 d nach 2,5 Gy und
5 Gy) und den bestrahlten und verwundeten um Einzelversuche handelte, zeigen die-
se Ergebnisse allenfalls eine Tendenz auf. Fu¨r eine eindeutige Aussage sind weitere
Versuche no¨tig. Desweiteren sind uns keine Publikationen u¨ber die kutane Expression
der untersuchten Faktoren nach Verwundung und Bestrahlung in der humanen Haut
bekannt. Fu¨r einen Vergleich mit der in vivo-Situation sollten Untersuchungen dieser
Faktoren an verwundeten Spalthautproben nach Bestrahlung durchgefu¨hrt werden.
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5.3.10 Endoglin
Bisher sind uns keine Beschreibungen der Endoglinexpression in epidermalen Kerati-
nozyten bekannt. Bekannt ist aber, dass Endoglin in proliferierenden Zellen expremiert
wird [31]. Dementsprechend war die Immunreaktivita¨t im normalen Hauta¨quivalent
immer streng auf das Proliferationskompartiment der rekonstruierten Epidermis be-
schra¨nkt.
Auf solita¨re Bestrahlung oder in Kombination mit Verwundung reagieren HDFa-Fibro-
blasten und HaCaT-Keratinozyten aller epidermaler Schichten mit einer deutlich er-
ho¨hten Endoglinexpression. Vermutlich aufgrund der schlechteren Ausdifferenzierung
des anderen Hautmodells, konnte nur einmal nach Verwundung voru¨bergehend eine
mittlere Induzierung der CD105 Expression im Proliferationskompartiment festgestellt
werden.
Bei pathologischen Vorga¨ngen, welche mit Gefa¨ßneubildungen und Hypoxie verbunden
sind, wird Endoglin stark expremiert [130]. Wahrscheinlich spielen beide Vorga¨nge in
unserem Hautmodell mangels eines Gefa¨ßsystems keine Rolle. Vermutlich bedingt der
Reiz zur Reepithelisierung der Wunde eine Aktivierung der Proliferation von basalen
und suprabalsalen Zellen im Hautmodell, welche mit einer vermehrten Endoglinex-
pression einhergeht. Ein weiterer Grund ko¨nnte die stimulierte TGFβ1-Expression in
Migrationskeratinozyten wa¨hrend der akuten Wundheilung sein [67]. Unsere ELISA-
Untersuchungen des Mediumu¨berstands von verwundeten Modellen konnten gegenu¨ber
dem normalen Hautmodell einen reduzierten Verbrauch von TGFβ1 feststellen. Diese
Ergebnisse ko¨nnten als eine stimulierte Eigenproduktion des TGFβ1-Proteins gedeuted
werden, welche, wie man weiß, die Expression des Endoglin-kodierenden Gens vermehrt
[46] und vielleicht auch die Endoglinprotein-Produktion fo¨rdert. Diese Zusammenha¨nge
ko¨nnten mo¨glicherweise die Ursache einer induzierten Endoglinexpression nach ionisie-
render Bestrahlung sein. Studien konnten, wie in Abschnitt 2.10.1 beschrieben, eine
dosis- und zeitabha¨ngige Induzierung der Endoglinexpression auf der Plasmamembran
von proliferierenden und nicht-proliferierenden Endothelzellen nachweisen. Das ko¨nnte
die Induktion in allen epidermalen Schichten erkla¨ren. Eine dosisabha¨ngige Expressi-
onsteigerung war auch im Hautmodell nachvollziehbar, nicht jedoch eine Zeitabha¨ngig-
keit. Dies kann jedoch nur unter Vorbehalt behauptet werden, da die Anzahl der Ver-
suche allenfalls ein tendenzielles Verhalten aufzeigt.
5.4 Beurteilung der ELISA-Ergebnisse
Die ELISA-Daten vom Mediumu¨berstand belegen, dass das organotypische Hauta¨qui-
valent auf verschiedene Manipulationen (Bestrahlung und Verwundung) reagiert und
die Expression von Adha¨sionsmoleku¨len und Zytokinen modelliert. Diese Ergebnisse
verdeutlichen weiterhin, dass HDFa-Fibroblasten und HaCaT-Zellen im Hauta¨quiva-
lent trotzt Bestrahlung funktionell aktiv bleiben [96].
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5.4.1 KGF-ELISA
Die nachgewiesenen KGF-Proteinkonzentrationen des Kontrollmodells im Zeitraum
von acht Tagen zeigen, entsprechend der normalen humanen Haut, eine kontinuier-
liche KGF-Expression. Allerdings weist dieses Modell keine konstante KGF-Synthese
wie die natu¨rlichen Haut auf, wohl aufgrund der vera¨nderten Bedingungen wa¨hrend
der Kultiverung.
Der um das zwei- bis dreifache erho¨hte Proteinspiegel im U¨berstand des Kontrollm-
odells, bezogen auf verwundete und bestrahlte Hautmodelle, ko¨nnte auf einen redu-
zierten Bedarf der Keratinozyten im normalen, organotypischen Gewebe und/oder auf
weniger aktivierte KGF-Rezeptoren hinweisen. Daraus folgt, dass das Gewebe weniger
KGF bindet und vermehrt in den U¨berstand abgibt.
Gema¨ß Untersuchungen von Marchese [94] zeigen KGF-Rezeptoren (KGFR) in kuta-
nen Wunden eine Stimulierung der KGFR-Transkriptionsexpression bis 8 Tage nach
Wundsetzung, begleitet von einem deutlichen Ru¨ckgang der Proteinexpression. Inzwi-
schen ist auch bekannt, dass Rezeptoren auf die akute oder chronische Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren, beispielsweise KGF, einerseits mit ihrer Aktivierung und ander-
seits mit negativen Ru¨ckkoppelung reagieren. Diesen Ergebnissen zufolge wu¨rde man
erwarten, dass die KGF-Konzentrationen im Mediumu¨berstand verwundeter Model-
le ho¨her sind als die beim Kontrollmodell. In unserer Studie ist der KGF-Spiegel im
U¨berstand verwundeter Modelle jedoch deutlich niedriger. Ursachen dafu¨r ko¨nnen ein
erho¨hter KGF-Bedarf der HaCaT-Keratinozyten nach Verwundung, die gleichzeitige
Aktivierung der Rezeptoren und die Bindung großer KGF-Mengen im rekonstruier-
ten, epidermalen Gewebe sein. Ausserdem ko¨nnte die von uns in der organotypischen
Co-Kultur verwendete Zellzahl fu¨r die verminderte KGF-Synthese der Fibroblasten
und den erniedrigten KGF-Spiegel im U¨berstand der verwundeten Modelle eine Rolle
spielen: der KGF-produzierenden HDFa-Population steht die doppelte Keratinozyten-
anzahl gegenu¨ber. Vermutlich ko¨nnen die eingesa¨ten HDFa-Fibroblasten den KGF-
Bedarf der HaCaT-Keratinozyten nicht ausreichend decken.
Desweiteren fehlt im Hautmodell die Blutgefa¨ßversorgung, die, wie in Abschnitt 2.11.1
genauer beschrieben, im fru¨hen Wundheilungsgeschehen große Mengen initialer Induk-
toren bereitstellt, weiterhin Leukozyten und Makrophagen, welche fu¨r die Aufrecht-
erhaltung der KGF-Expression sorgen [160, 159]. Das verwundete Modell, das solita¨r
bestrahlte und das verwundete und bestrahlte Modell enthielten in der genannten Rei-
henfolge absteigende KGF-Konzentrationen im Mediumu¨berstand. Reduzierte KGF-
Mengen in den bestrahlten Modellen ko¨nnten wiederum auf einen erho¨hten Bedarf
und/oder auf eine nicht ausreichende Expression des Wachstumsfaktors durch die vor-
handenen HDFa-Fibroblasten hinweisen. Wie schon in Abschnitt 2.11.2 beschrieben,
kann die Pra¨medikation von rekombinantem KGF bei Bestrahlung strahleninduzierte,
epitheliale Scha¨den reduzieren [75, 43]. KGF verhindert als so genanntes
”
Zytokin-
schutzschild“ [93] die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen und wirkt dadurch
antiinflammatorisch [119]. Die Mehrzahl der Wissenschaftler vermutet, dass KGF als
protektiver Faktor epitheliale Zellen vor toxischen Effekten reaktiver Sauerstoffderivate
schu¨tzt [13]. Slonina [140] behauptet dagegen, dass KGF das U¨berleben der Zellen nach
Bestrahlung nicht beeinflussen kann, sondern nur die Proliferation u¨berlebender Zellen
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fo¨rdert. Beide Theorien deuten jedoch auf einen gesteigerten KGF-Bedarf bestrahl-
ter, epithelialer Zellen hin. Im Gegensatz zur Verwundung scha¨digt die Strahlenexpo-
sition das gesamte, rekonstruierte epidermale Gewebe. Dadurch ist der KGF-Bedarf
und -Verbrauch der bestrahlten Modelle im Vergleich zum solita¨r verwundeten Modell
erho¨ht. Dieses Ergebnis ko¨nnte in Zusammenhang mit der hochgradigen Verschlechte-
rung der Prognose von Strahlenscha¨den bei kombinierter Verwundung stehen [102].
Um eindeutige Aussagen u¨ber das Verhalten des Hautmodells machen zu ko¨nnen,
sind weitere Versuche notwendig. Es sollten nicht nur der Mediumu¨berstand, sondern
auch das entsprechende Hautmodellgewebe auf die Expression von KGF- bzw. KGFR-
Protein untersucht werden.
5.4.2 TGFβ1-ELISA
Poole et al [116] untersuchte die TGFβ1-Expression verschiedener Zellen in Mono-
und Co-Kulturen. Die Studien an Monolayern humaner Fibroblasten, Melanozyten
und Keratinozyten zeigten in der angegebenen Reihenfolge absteigende Expressions-
mengen von TGFβ1-mRNA und -Protein. Zur Herstellung der Co-Kultur von Poole
wurden 106 Keratinozyten pro cm2 auf einer mit 106 Fibroblasten pro cm2 beimpften
Kollagen-Glykosaminoglykanmatrix kultiviert. Die separaten ELISA-Untersuchungen
des epidermalen und dermalen Gewebes der Co-Kultur erfolgten nach zwei, acht und
vierzehn Tagen. Die nachgewiesene TGFβ1-Synthese dieses Hautsubstituts aus Fibro-
blasten und Keratinozyten mit begleitenden Melanozyten, stammte hauptsa¨chlich von
den Fibroblasten. Wa¨hrend einer 14-ta¨gigen Kultivierungszeit senkte die dermale Kom-
ponente der Co-Kultur mit zunehmender epidermaler Stratifizierung und Differenzie-
rung kontinuierlich ihre TGFβ1-Proteinexpression. Der TGFβ1-Gehalt der epiderma-
len Komponente, welche zumindest zum Teil von den Melanozyten gebildet wurde,
war niedrig und blieb wa¨hrend der Co-Kultivierung relativ konstant. Aus diesen Da-
ten la¨sst sich folgern, dass Keratinozyten die TGFβ1-Expression von Fibroblasten in
Co-Kulturen unterdru¨cken [116].
Im Vergleich zum zuvor beschriebenen Hautsubstitut entha¨lt unser Hautmodell nur
ca. 17% der oben angegebenen Fibroblasten/cm2 und ca. 34% an Keratinozyten/cm2.
Es kann vermutet werden, dass die um den Faktor zwei ho¨here Keratinozytenzahl die
Eigenproduktion der HDFa-Fibroblasten im normalen Hauta¨quivalent so stark unter-
dru¨ckt oder verhindert hat, dass TGFβ1 weder immunhistochemisch in Gefrierschnit-
ten, noch durch ELISA-Untersuchungen nachgewiesen werden konnte. Die TGFβ1-
Synthese der HaCaT-Keratinozyten lag wahrscheinlich unter dem nachweisbaren Mini-
malwert. Zudem ist in dieser Arbeit nur der Mediumu¨berstand und nicht das gesamte
Gewebe auf TGFβ1-Protein untersucht worden. Diese Gru¨nde ko¨nnten den fehlenden
TGFβ1-Nachweis im U¨berstand des unbestrahlten und unverwundeten Hautmodell er-
kla¨ren. Allerdings deuten die Daten des ELISAs darauf hin, dass die Hauta¨quivalente
das mit dem Kulturmedium zugefu¨hrte TGFβ1 verwerten.
Nach Verwundung ist der Verbrauch von TGFβ1 reduziert. Erho¨hte TGFβ1-Mengen
im U¨berstand dieser Modelle ko¨nnten auf einen verminderten Verbrauch oder einen un-
vera¨nderten, bzw. gesteigerten Bedarf mit gleichzeitig stimulierter Eigenproduktion des
Wachstumsfaktors hinweisen.Die in Abschnitt 2.9.1 beschriebene humane Hautstudie
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zeigt zum Wundheilungsbeginn eine voru¨bergehende, leichte Erho¨hung der TGFβ1-
Expression in mensenchymaler Zellen und Migrationskeratinozyten. Auch in unserem
Modell ist ein verminderter Verbrauch des Wachstumsfaktors vor allem 48 h nach Ver-
wundung nachzuweisen, welcher im weiteren Verlauf erneut ansteigt, so dass nach 192
h im Mediumu¨berstand kein TGFβ1 mehr nachweisbar ist.
Als einziges Modell produziert das mit 5 Gy bestrahlte am Untersuchungszeitpunkt
48 h geringe TGFβ1-Mengen. Auch im weiteren Untersuchungsverlauf entspricht der
TGFβ1-U¨berstandgehalt der Mediumkonzentration, erst am Zeitpunkt 192 h liegt die
TGF β1-Konzentration unter dem entsprechenden Mediumgehalt.
Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Studien von Vonenzin [153] und Hakenjos [64],
die in Abschnitt 2.9.1 ausfu¨hrlicher besprochen sind, u¨berein. Verschiedene Theorien
vermuten nach Strahlenexpostion entweder die Produktion proinflammatorischer Zy-
tokine durch Entzu¨ndungszellen, welche die TGFβ-Produktion in der humanen Haut
auslo¨st [66], oder eine direkte Genexpression fibrogener Zytokine (TGFβ) [125]. Da je-
doch unserem Hautmodell die Entzu¨ndungszellen fehlen, und das ungu¨nstige Verha¨ltnis
von Keratinozyten zu Fibroblasten einer deutlichen Induzierung der TGFβ-Synthese
entgegen stehen, kann nur eine verminderte Stimulation der TGFβ-Expression im
Hautmodell nach Bestrahlung oder Verwundung erwartet werden. Man vermutet, dass
TGFβ1 eine wichtige Funktion bei der Auslo¨sung der strahlenbedingten Hemmung
von Zellproliferation und der Induzierung der terminalen Differenzierung von Ratten-
Lungenfibroblasten u¨bernimmt [64]. Das ko¨nnte eine weitere Ursache fu¨r die niedrige
und zum Teil fehlende Expressionssteigerung nach Bestrahlung sein. Dennoch kann die
Tendenz einer induzierten TGFβ-Expression, zumindest nach der solita¨ren Strahlen-
exposition, im entsprechenden Modell nachvollzogen werden.
Weshalb der TGFβ-Spiegel im Mediumu¨berstand des bestrahlten und verwundeten
Modells unterhalb des Kontrollmodells lag und nicht erwartungsgema¨ß oberhalb des
solita¨r bestrahlten bzw. verwundeten Modells, kann nicht vollsta¨ndig plausibel erkla¨rt
werden. Untersuchungen bestrahlter Fibroblasten zeigen eine Beeintra¨chtigung ihrer
Proliferationsfa¨higkeit und Migration. Die synthetisierte Kollagenmenge ist reduziert
und in seiner Struktur anomal [44]. Bernstein et al [14] hat durch die Behandlung be-
strahlter, linearer Schnittwunden mit niedrigen TGFβ-Dosen eine verbesserte Wund-
spannung und erho¨hte Kollagengenexpression erreicht. Er vermutet, dass die in Fi-
broblasten gelagerten Bestrahlungsscha¨den mo¨glicherweise nach Verwundung forciert
zum Ausdruck kommen [14]. Dies ko¨nnte vielleicht der Grund fu¨r die fehlende Expres-
sion des Wachstumsfaktors der wenigen Fibroblasten im verwundeten und bestrahlten
Modell sein.
5.5 Beurteilung der organotypischen Co-Kultur als
Modell fu¨r die strahlenbiologische Forschung
Der physiologische Gewebeaufbau der Epidermis erfordert ein ausgewogenes Gleich-
gewicht folgender Prozesse: Zellproliferation, Differenzierung und Zellapoptose. Nach
vier bis fu¨nf Wochen beschra¨nkte sich die epitheliale Proliferation weitgehend auf das
Str. basale und das untere Str. suprabasale. Trotz des meist gut ausgebildeten Str.
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corneums und der weitestgehend normalen Zelldifferenzierung, sind pygnotische Kerne
und unvollsta¨ndig degerenierte Zellorganellen Anzeichen fu¨r Ma¨ngel der Keratinisie-
rung. Die unnatu¨rliche Expressionen in oberen Epidermisbereichen bestimmter Kerati-
ne, Integrinrezeptoren und Wachstumsfaktoren verdeutlichen die unvollsta¨ndige Aus-
differenzierung der HaCaT-Zellen. Dennoch haben zytogenetischen Vera¨nderungen in
der spontan transformierten HaCaT-Zelllinie, im Gegensatz zu viral transformierten,
humanen Zellen, das Differenzierungsprogramm der HaCaT-Zellen nicht signifikant be-
eintra¨chtigt [137]. Auch wenn das Ziel einer physiologischen Gewebehomo¨ostase noch
nicht erreicht worden ist, haben HaCaT-Zellen ihre Fa¨higkeit konserviert, in vitro und
in vivo eine weitgehend regula¨r strukturierte Epidermis mit einem hohen Differenzie-
rungsgrad der Zellen zu bilden.
Die Co-Kultur erwies sich insgesamt als geeignet zur Anzucht eines organotypischen
Hauta¨quivalents und dessen kinetischer und morphologischer Charakterisierung. Ab-
gesehen von der Parakeratose und der unvollsta¨ndigen Ausdifferenzierung der HaCaT-
Zelllinie im Hauta¨quivalent, und unter Beru¨cksichtigung des Modellcharakters dieser
organotypischen Co-Kultur, waren die Ergebnisse dennoch u¨berzeugend. Insgesamt
kann gesagt werden, dass das Expressionsverhalten der kutanen Zellen im Hauta¨quiva-
lent u¨berwiegend u¨bereinstimmend mit der natu¨rlichen Haut war. Die Daten belegen
eine spezifische Faktorenexpression der Zellen nach Verwundung und Strahlenexposi-
tion.
Das Hauta¨quivalent ist ein ada¨quates Modell zur zellularen und molekularen Cha-
rakterisierung von humanen Wunden vor und nach Strahlenexposition, von zellularen
Funktionen und Interaktionen, sowie deren Wechselwirkungen mit der Kollagenmatrix.
Zur quantitativen Evaluierung von Faktoren epidermaler Keratinozyten (HaCaT) und
dermaler Fibroblasten (HDFa), sollte in zuku¨nftigen Untersuchungen das Wachstums-
verhalten und die Zellanzahl der HDFa-Zellen zum Untersuchungszeitpunkt festgestellt
werden.
Da der radiobiologischen Wissenschaft wenig humanes Untersuchungsmaterial zur Ver-
fu¨gung steht, kann dieses Modell als bedeutender Schritt in Richtung der artifiziellen
Herstellung von Versuchsmaterial zur Simulierung von in vivo-Verha¨ltnissen der Haut
gedeutet werden.

Kapitel 6
Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde das Modell der dreidimensionalen, organotypischen
Co-Kultur auf seine Verwendbarkeit zum Studium von pathophysiologischen Vorga¨ngen
des kutanen Strahlensyndroms und der Wundheilung u¨berpru¨ft.
Das Hautmodell besteht aus einer bovinen Kollagenmatrix mit prima¨ren, humanen Fi-
broblasten (HDFa) und humanen, immortalen Keratinozyten (HaCaT). Die gesamte
Kultivierung erfolgte an der Luft-Medium-Grenze. Mit vier Wochen konnte die Aus-
bildung einer beinah morphologisch korrekten und differenzierten Epidermis erreicht
werden. Die Reproduzierbarkeit lag bei etwa 35%. Mittels Ki-67-Markierung konnte
in der fu¨nften Woche immunhistologisch eine regula¨re Lokalisation des Proliferations-
kompartiments in basalen und unteren suprabasalen Lagen nachgewiesen werden. Mit
zunehmender Schichtanzahl und Differenzierung setzen nach ca. vierwo¨chiger Kultivie-
rungsperiode zum Teil strukturelle Auflo¨sungsvorga¨nge in der rekonstruierten Epider-
mis und Kollagenmatrix ein.
Immunhistochemische Studien an Gefrierschnitten des nicht manipulierten Hautmo-
dells zeigten die Expression von Zytokeratin, β1-, α5β1-, α2β1-Integrin, TGFβ3,
ICAM-1 und Endoglin. Mit Ausnahme von ICAM-1, α5β1-Integrin und Endoglin
war die Lokalisation der Hauptexpression dieser Faktoren beinah identisch mit der
der natu¨rlichen Haut. Allen Faktoren waren zusa¨tzliche Farbreaktionen in der dorsa-
len, rekonstruierten Epidermis gemeinsam, bedingt durch die unzureichend induzierte
und unvollkommene terminale Ausdifferenzierung suprabasaler HaCaT-Keratinozyten.
Im Gegensatz zur humanen Haut produziert das Hautmodell Endoglin, ICAM-1 und
α5β1-Integrin. Dagegen konnte das in der natu¨rlichen kutanen Epidermis vorhandene
TGFβ1 in den entsprechenden Bereichen des Modells immunhistologisch nicht nach-
gewiesen werden.
Die Strahlenexposition von 5 Gy bewirkte nach 48 h eine induzierte epidermale Expres-
sion von β1-Integrin, ICAM-1 und Endoglin. Fibroblasten erho¨hen p.r. die Endoglin-
und teilweise die ICAM-1-Produktion. Dabei wird die Expression dieser Substanzen
im Hauta¨quivalent vermutlich dosisabha¨ngig induziert. Eine erho¨hte TGFβ3-Synthese
konnte ausschließlich in Fibroblasten beobachtet werden. Die α2β1-Integrin-Synthese
in Fibroblasten und Keratinozyten war 7/8 Tage p.r. bei Strahlendosen von 2,5 Gy
und 5 Gy jeweils gleich. Diese Daten deuten auf eine ho¨here Strahlenempfindlichkeit
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der Fibroblasten im niedrigeren Strahlendosisbereich hin.
Auf Verwundung reagierte das organotypische Hauta¨quivalent mit einer voru¨bergehend
induzierten ICAM-1-, Endoglin- und α5β1-Integrin Expression nach 48 h. Die α2β1-
Integrin-Synthese wurde nicht stimuliert, sondern andeutungsweise von der basalen
Lage in die oberen Bereiche der Epidermis umverteilt. Das Expressionsverhalten dieser
Faktoren entsprach dem humaner Wunden, mit Ausnahme von Endoglin. Die Endog-
linexpression von Keratinozyten ist unseres Wissens bisher nicht beschrieben worden.
Desweiteren blieb die TGFβ3-Produktion unvera¨ndert.
Nach Bestrahlung (5 Gy) und Verwundung konnte in der organotypischen Epidermis
(48 h) erstmals eine erho¨hte TGFβ3-Synthese nachgewiesen werden. Das Expressions-
verhalten von α2β1-Integrin, ICAM-1 und Endoglin in der Co-Kultur war bei Bestrah-
lung und Verwundung im Vergleich zu solita¨rer Strahlenexposition unvera¨ndert.
Weiterhin wurde der Na¨hrmediumu¨berstand im ELISA auf KGF und TGFβ1 unter-
sucht. Entsprechend der humanen Haut konnte im Kontrollmodell eine kontinuierli-
che KGF-Expression nachgewiesenen werden. Ein im Vergleich zu verwundeten und
bestrahlten Hautmodellen ho¨herer KGF-Proteinspiegel im U¨berstand des Kontrollm-
odells weist auf einen reduzierten Bedarf der Keratinozyten im normalen organotypi-
schen Gewebe und bzw. oder auf eine geringere Anzahl aktivierter KGF-Rezeptoren
hin. Eine geringe TGFβ1-Eigenproduktion konnte ausschließlich das bestrahlte Mo-
dell (5 Gy) am Untersuchungszeitpunkt 48 h aufweisen. Die TGFβ1-Konzentrationen
der anderen Hauta¨quivalente deuten darauf hin, dass das mit dem Kulturmedium zu-
gefu¨hrte TGFβ1 verwertet wird. Dabei war eine eindeutige Bilanzierung von TGFβ1-
Produktion und -Verbrauch jedoch nicht mo¨glich.
Insgesamt zeigen die ELISA-Daten, dass das Hautmodell auf Manipulationen (Verwun-
dung und Bestrahlung) spezifisch reagiert. Humane Zellen bleiben, trotz Bestrahlung,
funktionell aktiv und ko¨nnen auch ihre Zytokin-Sekretion modulieren [96]. Desweiteren
veranschaulichen diese Ergebnisse zellulare Interaktionen in der Co-Kultur.
Die deutliche Depression der TGFβ1-Synthese in HDFa-Fibroblasten des normalen
Hautmodells, vermutlich hervorgerufen durch HaCaT-Zellen, ist u¨bereinstimmend mit
fru¨heren Co-Kultur-Studien. Die Co-Kultur erwies sich insgesamt geeignet zur An-
zucht eines organotypischen Hauta¨quivalents und dessen kinetische und morphologi-
sche Charakterisierung. Fu¨r weitere strahlenbiologische Studien sollten die spontane
Involution und niedrige Reproduktivita¨t des Modells u¨berwunden werden. Die Ex-
pressionslokalisation stimmt prinzipiell mit der der humanen Haut u¨berein, bis auf
die unnatu¨rliche dorsale Ausdehnung der Expression aufgrund der Parakeratose und
unvollsta¨ndigen Ausdifferenzierung der HaCaT-Zelllinie. Lo¨sungsansa¨tze ko¨nnten die
Erho¨hung der Matrix-Fibroblastenzahl, die Kultivierung in der Perfusionskammer oder
die Co-Inkubation mit Lipiden, Ceramiden, Vitamin D und Zytokinen bzw. anderen
Hautzellen darstellen.
Abschließend kann gesagt werden, dass dieses Hauta¨quivalent die natu¨rliche, kutane
Expressionscharakteristik verschiedener Faktoren nach Verwundung und Bestrahlung
fast vollsta¨ndig reproduzieren kann und sich deshalb zum Studium der kutanen Strah-
lenreaktion eignet. Fu¨r die radiobiologische Grundlagenforschung kann dieses Ergebnis
als wesentlicher Schritt in Richtung der Realisierung von in vivo-Verha¨ltnissen in einem
artifiziellen Hautmodell gedeutet werden.
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Investigation of the effect of ionising irradiation
and wounding on the expression of cellular
adhesion molecules in a newly developed
three-dimensional in vitro skin model
Summary
In the dissertation on hand the model of the three-dimensional, organotypic co-culture
was examined for its usefulness for studying pathophysiological procedures of the cu-
taneous irradiation syndrome and wound healing.
The skin model consists of a bovine collagen matrix containing primary, human fibro-
blasts (HDFa) and immortalised, human keratinocytes (HaCaT). The entire cultivation
took place at the air-medium border. After four weeks the formation of an almost mor-
phologically correct and differentiated epidermis could be achieved. The reproducibility
was approximately 35%. By means of Ki-67 marking a regular localisation of prolifera-
ting keratinocytes in basal and lower suprabasal layers could be immune-histologically
verified in the fifth week. With increasing number of layers and differentiation, structu-
ral disintegration processes partially began in the reconstructed epidermis and collagen
matrix after a cultivation period of approximately four weeks.
Immune-histochemical studies at frozen sections of the none-manipulated skin model
showed the expression of cytokeratin, β1-, α5β1-, α2β1-integrin, TGFβ3, ICAM-1 and
endoglin. With exception of ICAM-1, α5β1-integrin, and endoglin the localisation of
the main expression of these factors was almost identical to that in the natural skin.
All factors showed an additional colour reaction in the dorsal, reconstructed epider-
mis, caused by the insufficiently induced and imperfect terminal differentiation of the
suprabasal HaCaT keratinocytes. In contrast to human skin, the skin model produces
endoglin, ICAM-1 and α5β1-integrin. On the other hand, TGFβ1, which exists in the
natural cutaneous epidermis, could not be proven immune-histologically in the respec-
tive parts of the model.
A radiation exposure of 5 Gy caused an induced epidermal expression of β1-integrin,
ICAM-1, and endoglin after 48 h. Fibroblasts increase p.r. the endoglin and partly the
ICAM-1 production. Here the expression of those substances in the skin equivalent is
probably induced dose-dependently. An increased TGFβ3 synthesis could be observed
exclusively in fibroblasts. The α2β1-integrin synthesis 7/8 days after irradiation with
doses of 2,5 Gy and 5 Gy was the same in fibroblasts and keratinocytes . These data
imply a higher radiation-sensitiveness of fibroblasts within the lower dose range.
To wounding the organotypical skin equivalent reacted with a temporarily induced
ICAM-1, endoglin, and α5β1-integrin expression after 48 h. The α2β1-integrin syn-
thesis was not stimulated, but partly shifted from the basal layer into the upper parts
of the epidermis. The expression behaviour of these factors corresponded to that of
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human wounds, with exception of endoglin. To our knowledge the endoglin expression
of keratinocytes has not been described so far. Furthermore the TGFβ3 production
remained unchanged.
For the first time an increased TGFβ3 synthesis 48 h after irradiation (5 Gy) and
wounding could be proven in the organotypic epidermis. The expression behaviour of
α2β1-integrin, ICAM-1, and endoglin in the co-culture was unchanged after irradiation
and wounding compared with solitary radiation exposure.
Further on the growth medium supernatant was examined with respect to KGF and
TGFβ1 by means of ELISA. Analogue to the situation in human skin a continuous
KGF expression could be proven in the control model. A higher KGF protein level in
the control model, compared to wounded and irradiated skin models, indicates a re-
duced demand of the keratinocytes in the normal organotypic tissue and/or a smaller
number of activated KGF receptors. Only the irradiated model (5 Gy) showed a small
intrinsic TGFβ1 production after 48 h. The TGFβ1 concentration in the other skin
equivalents indicates that the TGFβ1 supplied with the culture medium is consumed.
However, a definite evaluation of TGFβ1 production and consumption was not possi-
ble.
Altogether the ELISA data show that the skin model reacts specifically to manipula-
tions (wounding and irradiation). Despite irradiation human cells remain functionally
active and can also modulate their cytokin secretion [96]. Furthermore these results
illustrate cellular interactions in the co-culture.
The distinct depression of the TGFβ1 synthesis within HDFa fibroblasts of the normal
skin model, probably caused by HaCaT cells, is in agreement with earlier co-culture
studies. Altogether the co-culture proved suitable for the rearing of an organotypic skin
equivalent and its kinetic and morphologic characterisation. For further radio-biological
studies the problems of spontaneous involution and low reproducibility of the model
should be solved. In principle the localisation of the expression matches that of the
human skin, except for the unnatural dorsal extension of the expression due to parake-
ratosis and incomplete differentiation of the HaCaT cell line. Possible solutions could
be the increment of the number of fibroblasts within the matrix, cultivation in the per-
fusion chamber or the co-incubation with lipids, ceramides, vitamin D and cytokines
or other skin cells.
Concluding it can be said that this skin equivalent can reproduce the natural, cu-
taneous expression characteristics of different factors after wounding and irradiation
nearly completely and is therefore suited for the study of cutaneous radiation reactions.
For the basic radio-biological research this result could be interpreted as a substantial
step towards the realisation of in vivo conditions in an artificial skin model.
Anhang A
Tabellarische Zusammenfassung der
Fa¨rbeergebnisse nach Verwundung
und Bestrahlung
A.1 Qualitative Auswertung der Expressionsindu-
zierung
A.1.1 Expressionsinduzierung des jeweils untersuchten Anti-
gens in der Epidermis (E) und in HDFa-Fibroblasten
(F) nach Strahlenexposition
Antigen Hautmodell 5 Gy, 48 h E/F 2,5 Gy, 7 d E/F 5 Gy, 8 d E/F
ICAM-1 V1 ++/+ −/−
V2 ++/−
V5 +/+
β1 V1 +/−
V2 +/−
V4 +/−
α2β1 V1 (+)/(+)
V5 (+)/(+)
TGFβ1 V5 neg. neg.
TGFβ3 V1 −/+
V5 −/+
Endoglin V1 −/−
V5 −/− +/+
Tabelle A.1: Expressionsinduzierung zum Zeitpunkt 48 h nach Strahlenexposition von 5
Gy, zum Zeitpunkt 7/8 d nach 2,5 Gy und 5 Gy Bestrahlung.
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A.1.2 Expressionsinduzierung des jeweils untersuchten Anti-
gens in der Epidermis (E) und in HDFa-Fibroblasten
(F) nach Verwundung
Antigen Hautmodell verw., 48 h E/F verw., 7/8 d E/F
ICAM-1 V2 +/−
V3 −/−
V5 −/− +/−
α5β1 V2 ++/+
V3 −/−
α2β1 V2 −/−
V3 −/−
V5 −/− −/−
TGFβ1 V2 neg.
V3 neg
V5 neg. neg.
TGFβ3 V2 (+/−)/−
V3 (+/−)/−
V5 −/− (+/−)/−
Endoglin V2 ++/−
V3 −/−
V5 −/− −/−
Tabelle A.2: Expressionsinduzierung des untersuchten Antigens 48 h und 7/8 d nach Ver-
wundung.
A.1.3 Expressionsinduzierung des jeweils untersuchten Anti-
gens in der Epidermis (E) und in HDFa-Fibroblasten
(F) nach Verwundung und Bestrahlung mit 5 Gy
Antigen Hautmodell verw., 5 Gy, 48 h E/F
ICAM-1 V5 +/(+)
α2β1 V5 +(+)/+
TGFβ1 V5 neg.
TGFβ3 V5 (+)/+
Endoglin V5 +/+
Tabelle A.3: Expressionsinduzierung des untersuchten Antigens in der Epidermis (E) und
in HDFa-Fibroblasten 48h nach Verwundung und Bestrahlung mit 5 Gy.
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